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Zusammenfassung  
Zelluläre Immunantworten übernehmen entscheidende Aufgaben bei der Erkennung und 
Zerstörung von Tumorgewebe. Neuartige Vakzinierungsstrategien zur Aktivierung dieser 
zellulären Immunantwort sind vielversprechende Ansätze zur Therapie von Tumoren. 
Humane Papillomvirus (HPV)-assoziierte Tumore sind aufgrund ihrer Virus-spezifischen 
Merkmale besonders interessant für immuntherapeutische Strategien. Bisherige klinische 
HPV-Impfstudien zeigen zwar die Aktivierung einer spezifischen zellulären 
Immunantwort, der erwünschte therapeutische Effekt einer Tumorreduktion bleibt jedoch 
aus.Mit dem Ziel, die Effektivität einer Vakzine-aktivierten Immunantwort gegen HPV-
assoziierte Tumore auf Immunzellebene zu definieren, wurde in der vorliegenden 
Doktorarbeit die Wirkung der in unserer Arbeitsgruppe entwickelten HPV-Vakzine 
Ad-p14 im Mausmodell und an Untersuchungsmaterial humaner Tumore analysiert. 
In Mäusen bildeten sich murine HPV+ TC1-Tumore einer frühen Entwicklungsphase nach 
Vakzinierung mit Ad-p14 zurück. Tumore in einer späten Entwicklungsphase wuchsen 
dagegen in zwei Intervallen aus, obwohl in den Versuchstieren peripher HPV-spezifische 
zytotoxische CD8+ T-Zellen vorlagen. Die immunologischen Eigenschaften der 
Tumorzellen, wie die Expression von HPV-Antigenen und die Expression der Haupt-
Histokompatibilitätsantigene blieben dabei unverändert. Unterschiede zeigten sich in den 
Frequenzen Tumor-infiltrierender Lymphozyten; in progressiven Phasen wurden in den 
Tumorgeweben nur CD4+ T-Zellen nachgewiesen, in Regressionsphasen dagegen 
zusätzlich zytotoxische CD8+ T-Zellen. Eine mehrfache Wiederholung der Vakzinierung 
veränderte weder das Tumorwachstum noch verstärkte sie die T-Zellantwort. 
Immunmodulatoren, wie Interferon-α oder depletierende CD4-spezifische Antikörper 
unterstützten dagegen die Wirkung der Vakzine und reduzierten das Tumorwachstum. Die 
Kombination mit DTA-1, einem antagonistischen Antikörper für den Glucocorticoid-
induzierten Tumornekrosefaktor-Rezeptor, erhöhte die Anzahl zytotoxischer CD8+ 
T-Zellen im Vergleich zur einfachen Vakzinierung und führte zu einer kompletten und 
dauerhaften Abstoßung der TC1-Tumore im Mausmodell. Zur weiterführenden 
Untersuchung im humanen HPV-assoziierten Zervixkarzinom einschließlich anderer 
Therapieansätze wurde in dieser Arbeit ein humanisiertes Mausmodell etabliert, in dem 
sich bereits die Wirkung des Immuntoxins SA2E testen ließ. 
Parallel zu den Arbeiten in Mäusen durchgeführte Analysen mit HPV+ Tumorgewebe des 
Menschen zeigten im Vergleich zu anderen Tumoren, wie Bronchial-, Kolonkarzinomen 
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oder Melanomen einen signifikant höheren Anteil an CD4+ und CD8+ T-Zellen und an 
Forkhead Box P3+ regulatorischen T-Zellen. Eine erhöhte Anzahl dieser Immunzellen 
wurde bereits in zervikalen intraepithelialen Neoplasien, den Vorstufen der 
Zervixkarzinome, nachgewiesen. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die immunologischen 
Abläufe bei der Entwicklung HPV-assoziierter Tumore mit denen vorangeschrittener 
chronischer Erkrankungen vergleichbar sind, in denen sich CD4+ und CD8+ 
T-Zellantworten erschöpfen während sich gleichzeitig immunsuppressive Mechanismen 
verstärken. Somit ist bei einer Immuntherapie neben der Aktivierung der T-Zellantwort 
gleichfalls ein Eingriff in die immunsuppressiven Prozesse der Tumorumgebung 
erforderlich. Um die Entwicklung von Impfstoffen zur Therapie HPV-assoziierter Tumore 
zu verbessern sind weitere Untersuchungen notwendig, in denen die Mechanismen der 
T-Zellerschöpfung und Immunsuppression, wie auch der Aktivierung von T-Zellen 
ausführlicher betrachtet werden. 
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Abstract 
Cellular immune responses are crucial to detect and destruct tumour tissue. Novel 
vaccination strategies, activating these responses represent a promising approach for the 
treatment of cancer. Due to viral characteristics, tumours evolving from chronic human 
papillomavirus (HPV) infections provide particular targets for immuno-therapeutic 
treatment. Current clinical trials and strategies have not yet proved efficacious for 
complete tumour regression. Adressing cellular immunological aspects of tumor 
vaccination, this work focused on effects of the therapeutic HPV vaccine Ad-p14 in a 
mouse model and in samples of human tumors. 
In mice vaccination resulted in complete regression of early stage murine HPV+ TC1 
tumours. Despite the evidence of HPV-specific cytotoxic CD8+ T cells, late stage TC1 
tumour burden increased discontinously. During that process, TC1 tumour cells preserved 
their immunological characteristics, such as expression of HPV antigens and of major 
histocompatibility complex molecules. But frequencies of tumour-infiltrating lymphocytes 
were different; in progressing tumours only CD4+ T cells occured, while in temporary 
regressing tumours also CD8+ T cells were detected. Repetitive vaccination did not result 
in a remission of tumour growth or enhancement of a T-cell response. However, additional 
immune modulators, like interferon-α or depleting CD4-specific antibodies aggravated the 
effects of vaccination and reduced the tumour growth. In comparison to vaccination only, 
additional targeting of the glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor by the 
antibody DTA-1 raised the number of cytotoxic CD8+ T cells and resulted in a complete 
and permanent TC1 tumour regression in the mouse model. A humanized mouse model 
that was established within the present work to assist analysis of human HPV-associated 
cervical cancer and to facilitate studies on therapeutic approaches, proved useful to test the 
effects of an immuno-toxin. Stagnation in tumour growth mediated by SA2E immuno-
toxin was monitored as long as mice were therapeutically treated. 
Human HPV+ tumours revealed numbers of CD4+ and CD8+ T cells and especially of 
forkhead box P3+ regulatory T cells that were significantly increased compared to 
melanoma, bronchial or colon carcinoma. Precancerous stages of HPV+ tumours already 
showed these raised frequencies and distribution of immune cells. 
The present work points to immunological exhaustion in the development of HPV-related 
tumours comparable to chronic diseases where CD4+ and CD8+ T-cell exhaust and 
immunosuppression by regulatory T cells increases at the same time. The data from the 
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mouse model and the human disease suggest that effective tumor immune therapy requires 
activation of cellular immune responses and control of immuno-suppressive mechanisms. 
For the development of appropriate strategies to enhance efficacy in HPV-associated 
tumour therapy, further knowledge of mechanisms involved in specific T-cell activation as 
well as in T-cell exhaustion and immunosuppression is necessary. 
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Einleitung 
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1 Einleitung 
 
1.1 Die charakteristische Entwicklung Human Papillomvirus-assoziierter 
Tumore  
Human Papillomvirus-assoziierte Tumore gehören zu den 10 bis 15% aller Tumorerkran-
kungen des Menschen, die sich aus einer chronischen Virusinfektion entwickeln [1]. Das 
humane Papillomvirus (HPV) zählt somit, neben dem Epstein–Barr-Virus (EBV), dem 
Kaposisarkom-assoziierten Herpesvirus, dem humanen T-lymphotropen Virus, dem 
Hepatitis B- und C-Virus, zu den humanen Tumor-assoziierten Virenarten. Die häufigste 
HPV-assoziierte Tumorart, wie auch die fünfthäufigste Tumorart bei Frauen weltweit, ist 
das Zervixkarzinom. Durchschnittlich erkranken 16 von 100.000 Frauen pro Jahr, 9 von 
100.000 sterben daran [2]. Nahezu alle Zervixkarzinome, wie auch einige Hals-, Rachen- 
und Anogenitaltumore entstehen aus einer chronischen Infektion mit einem der mehr als 20 
onkogenen HPV-Hochrisikotypen, 70% davon entwickeln sich aus einer Infektion der 
HPV-Typen 16 und 18 [3,4,5]. Ein Zusammenhang zwischen HPV und Zervixkarzinomen 
ließ sich erstmals 1976 nachweisen [6]. In den folgenden Jahren wurden daraufhin die 
Entwicklungsprozesse der Zervixkarzinome besonders ausführlich untersucht und 
grundlegende Unterschiede zu anderen Tumorarten, wie Brustkrebs oder Kolonkarzinomen 
aufgedeckt. Im Allgemeinen entwickelt sich ein Tumor in einem komplexen und 
langfristigen Prozess. Eine somatische Zelle verliert dabei infolge von Mutationen und 
epigenetischen Veränderungen wichtiger Proteinstrukturen ihr normales Wachstums- und 
Überlebensverhalten und beginnt unkontrolliert zu proliferieren. In diesem Prozess 
verändern Proteine, wie Zellteilungs-, Wachstums- und Differenzierungsproteine oft ihre 
Funktionen und bilden Onkoproteine; einige verlieren ihre Funktion, wie es häufig bei 
Tumorsuppressorproteinen beobachtet wird. Dem entgegen steht ein komplexes Netzwerk 
an Tumorsuppressoren. Es kontrolliert die Proliferation der Zelle und erst in Folge 
mehrerer Veränderungen entwickelt sich aus einer somatischen Zelle eine Tumorzelle 
(Abb. 1, [7,8]). Viele der bisher identifizierten Tumorsuppressoren greifen in diesem 
Netzwerk an verschiedenen Punkten ein und lösen die Reparatur, Apoptose oder Seneszenz 
der betroffenen Zelle aus. Intrinsisch kontrollieren zum Beispiel p53, RB oder der Inhibitor 
der Cyclin-abhängigen Kinase INK4a die Proliferation der Zelle [9,10]. Extrinsisch wird 
die Proliferation unter anderem durch die extrazelluläre Matrix und die verschiedenen 
Faktoren und Zellen des Immunsystems kontrolliert [11]. 
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Abbildung 1: Beispiele intrinsischer und extrinsischer Tumorsuppression. Intrazellulär kontrollieren 
Proteine, wie p53, RB oder INK4a (p16) die Proliferation (1-2). Mitochondrien reagieren auf Zellschäden 
und Stress mit der Ausschüttung einer Reihe proapoptotischer Effektoren, wie Bax/Bak-Proteine, die über die 
Aktivierung von Kaspasen ebenfalls den Zelltod einleiten können [12]. Verlieren diese Mechanismen ihre 
Funktion, wie zum Beispiel bei Mutationen im p53-Gen und die Zelle beginnt unkontrolliert zu proliferieren, 
dann greifen extrinsische Kontrollmechanismen. Dabei werden unkontrolliert wachsende Zellen anhand des 
Polaritätsverlustes und der Reduktion ihrer Zellverbindungen erkannt [13]. Veränderungen anderer 
Merkmale können von verschiedenen Faktoren und Zellen des Immunsystems erkannt werden. Die 
Zerstörung der normalen Gewebearchitektur, der extrazellulären Matrix, löst eine weitere Form des 
programmierten Zelltodes, Anoikis genannt, aus [14]. Über Todesrezeptoren, wie Fas oder NKG2D, die unter 
anderem durch Zellen des Immunsystems aktiviert werden, kann ebenfalls der Zelltod eingeleitet werden 
[15]. 
HPV-assoziierte Tumore, wie Zervixkarzinome, entwickeln sich nicht wie andere Tumor-
arten ausschließlich durch eine Ansammlung somatischer Mutationen. Sie entstehen in 
einem Virus-induzierten Prozess infolge einer chronischen HPV-Infektion. Das Virus, das 
aus einem ca. 8000 bp großen doppelsträngig-zirkulären DNA-Molekül besteht und von 
einer Proteinhülle aus 72 Kapsomeren umgeben ist, infiziert bevorzugt die basalen 
Plattenepithelzellen. Im Laufe einer chronischen Infektion kommt es häufig zur 
chromosomalen Integration des HPV-Genoms, welches die sechs frühen Gene E1, E2, E4, 
E5, E6 und E7 sowie die zwei späten Gene L1 und L2 codiert (Abb. 2). Dabei werden 
meist frühe Gene aber auch späte Gene deletiert [16]. Frühe Gene regulieren die virale 
DNA-Replikation, während späte Gene die Kapside für die Verpackung des Virusgenoms 
zur Verfügung stellen. Die Expression der viralen Gene korreliert mit dem 
Differenzierungsgrad der Plattenepithelzellen; so werden in den unteren Schichten die 
frühen und in den oberen Epithelschichten die späten Gene abgelesen. Auslöser für die 
Transformation infizierter Zellen ist letztendlich der Verlust des E2-Gens und die daraus 
resultierende unkontrollierte Expression der HPV-Onkogene E6 und E7 (Abb. 2). 
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Abbildung 2: Aufbau des HPV-Genoms - Funktion der Onkogene. Das HPV-Genom ist im oberen 
Bildbereich schematisch als innerster Kreis dargestellt. Die im Replikationsverlauf gebildeten mRNAs, ihre 
Lage auf dem Genom und ihre Transkriptionsprodukte sind in den äußeren Kreisen dargestellt. Die Long 
Control Region (LCR), welche den Replikationsursprung und wichtige Promotoren für die Kontrolle der 
Genexpression enthält, sowie die Region, an der sich das Virusgenom der malignen HPV-Typen bei 
Integration in das Zellgenom bevorzugt öffnet, sind rot gekennzeichnet. Nach Integration und Verlust des E2-
Gens, im unteren Bildbereich dargestellt, kommt es zur Überexpression der HPV-Onkogene. Hohe E6-
Proteinkonzentrationen bewirken eine Beschleunigung des Ubiquitin (ubi)-abhängigen Abbaus von p53, was 
in einer eingeschränkten Zellzykluskontrolle und dem vermehrten Auftreten von DNA-Mutationen resultiert. 
Das E7-Protein unterstützt die Transformation durch die Bindung an das RB-, p27-, und p21-Protein. Durch 
Bindung an RB verdrängt es den zellulären Transkriptionsfaktor E2F aus dem Proteinkomplex, die Bindung 
an p27 und p21 führt zur unkontrollierten Phosphorylierung und Inaktivierung von RB und der damit 
einhergehenden Freigabe von E2F, was in allen Fällen die Transkription E2F-regulierter Gene induziert und 
den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus einleitet.  
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Untersuchungen zur molekularen Funktion der Onkogene E6 und E7 zeigten erstmals, dass 
Tumorviren alternative Strategien besitzen, um Zellproliferation und Transformation 
auszulösen [17]. Gut beschrieben ist die Regulation der Tumorsuppressorproteine p53 und 
RB durch Interaktion mit E6- und E7-Proteinen (Abb. 2). Neueste Untersuchungen 
ergaben, dass die Onkoproteine auch mit weiteren Faktoren, die für den Zellzyklusablauf, 
die Telomeraseverfügbarkeit, die Apoptose und die chromosomale Stabilität 
verantwortlich sind, interagieren, um intrinsische Kontrollmechanismen zu umgehen oder 
zu blockieren und eine somatische Zelle zu transformieren [18]. Auch die extrinsische 
Kontrolle durch das Immunsystem ist durch die vielfachen Eigenschaften der viralen 
Proteine, wie zum Beispiel die durch das E5-Protein verursachte Einschränkung der 
Oberflächenexpression von Major Histocompatibility Complex-Molekülen der Klassen I 
(MHC-Klasse I) und II (MHC-Klasse II) [19,20]. 
 
1.2 Tumorimmunologie und die besonderen Merkmale HPV-assoziierter 
Tumore 
Der Gedanke, dass das Immunsystem an der Zerstörung von Tumorgewebe beteiligt ist, 
wurde erstmals vor 100 Jahren dokumentiert [21,22]. Man machte die damals erstaunliche 
Entdeckung, dass sich durch Infektionskrankheiten induzierte Prozesse positiv auf die 
Therapie von malignen Erkrankungen auswirkten und behandelte Tumorpatienten zum 
Beispiel mit bakteriellen Toxinen. Etwa 40 Jahre später, nachdem man in 
Transplantationsexperimenten zelluläre Komponenten des Immunsystems charakterisiert 
hatte, die an der Erkennung und Abstoßung der Transplantate beteiligt sind, wurde dieses 
Konzept wieder aufgegriffen [23]. Als sich durch die Entwicklung von 
Mausinzuchtstämmen die Möglichkeiten zur Untersuchung tumorimmunologischer 
Fragestellungen verbesserten, wurden Immunreaktionen auf Tumore und später auch die 
entscheidende Vermittlerrolle der T-Zellen nachgewiesen [24,25]. Auf diesen Grundlagen 
wurden verschiedene Hypothesen zur Bedeutung des Immunsystems bei der 
Tumorentstehung und -zerstörung aufgestellt. Die komplexen Zusammenhänge und 
Wechselwirkungen zwischen Tumor und Immunfaktoren verdeutlichen sich in einer 
Vielzahl umstrittener Theorien. Nach der Immunosurveillance-Theorie beispielsweise 
werden transformierte Zellen kontinuierlich vom Immunsystem erkannt und eliminiert 
[26,27,28]. Eine modernere Version dieser Theorie, als Cancer Immunoediting bezeichnet, 
geht davon aus, dass das Immunsystem zusätzlich noch an der Selektion resistenter 
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Tumorvarianten und somit an der Tumorprogression beteiligt ist [29,30,31]. Alternative 
Theorien favorisieren zum Beispiel umgebungsbedingte oder gewebeabhängige Tumor-
spezifische Toleranzentwicklung [32,33,34,35] oder genetische Instabilität als Ursachen 
[36,37,38]. Obwohl in vielen Untersuchungen dokumentiert wurde, dass das Immunsystem 
in frühen und späten Phasen der Tumorentwicklung, wie auch bei der Eliminierung von 
Tumorzellen beteiligt ist [32,39], bleiben entscheidende Fragen unvollständig beantwortet: 
Wie werden transformierte Zellen vom Immunsystem erkannt und zerstört? Wie wird 
zwischen diesen transformierten Zellen und ihren normalen Vorläufern unterschieden? 
Tumorzellen können auf verschiedenen Ebenen des Immunsystems erkannt werden, 
größtenteils durch Faktoren der adaptiven Immunantwort (Abb. 3), aber auch durch 
Faktoren der angeborenen Immunität.  
1 
2 
3 
Epithel Lymphknoten
4  
5  
6  
8  7 
 
Abbildung 3: T-Zellaktivierung. (1) Anitgen-präsentierende Zellen (APC), wie Langerhanszellen (LC) im 
Epithel, nehmen Antigene im Gewebe auf. (2) Proinflammatorische Signale, die von infizierten Epithelzellen 
und humoralen Immunzellen abgegeben werden und (3) homöostatische Signale von nicht infizierten Zellen 
übertreffen müssen, (4) gewährleisten eine vollständige Reifung der LC in APC und (5) ihre effiziente 
Wanderung zu den Lymphknoten. (6) Dort werden Antigen-spezifische T- und B-Zellen aktiviert. Dazu 
werden die zuvor aufgenommenen Antigene von den APC prozessiert und den T-Zellen über den MHC-
Klasse I und MHC-Klasse II präsentiert. Es werden nur T-Zellen aktiviert, deren T-Zellrezeptor (TCR) die 
MHC-Peptid-Komplexe spezifisch bindet ([40], Signal 1). Über den MHC-Klasse I werden die CD8+ 
zytotoxischen T-Zellen (CTL) aktiviert, über den MHC-Klasse II die CD4+ Helfer-T-Zellen (TH). 
Kostimulatorische Moleküle ([41], Signal 2), sowie bestimmte Zytokine ([42], Signal 3) sind notwendig, um 
eine effektive Immunantwort zu aktivieren. (7) Aktivierte CD4+ und CD8+ T-Zellen und Antikörper-
produzierende B-Zellen wandern in die Zielgewebe ein und (8) sind nun in der Lage, Zielstrukturen zu 
erkennen und Zellen zu eliminieren. Durch die anschließende Bildung von Memory T- und B-Zellen bleibt 
die spezifische Immunität erhalten.  
Verschiedene angeborene Faktoren der Immunantwort, wie das Komplementsystem [43] 
oder native Antikörper, richten sich gegen spezifische Oberflächenstrukturen auf 
Tumorzellen [44]. Hämatopoetische Zellen, wie Makrophagen, Granulozyten, natürliche 
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Killerzellen (NK-Zellen), MHC-unabhängige T-Zellen und γδ-T-Zellen besitzen ebenfalls 
die Fähigkeit, Tumorzellen durch angeborene Mechanismen zu erkennen und zu zerstören 
[45]. 
Die adaptive Immunantwort dagegen erkennt spezifische Strukturen der Tumorzellen und 
bildet daraufhin gezielt Abwehrmechanismen gegen diese Antigene aus, die durch 
B-Zellen und T-Zellen vermittelt werden (Abb. 3). B-Zellen exprimieren nach 
Antigenkontakt die für eine humorale Immunantwort spezifischen Antikörper [46]. 
Entscheidend bei der Zerstörung von Tumorzellen ist die zelluläre Immunantwort. Sie wird 
von den T-Zellen ausgeführt, die dazu von den APC, wie zum Beispiel dendritischen 
Zellen (DC), aktiviert werden müssen (Abb. 3). Aktivierte CTL erkennen mit Hilfe ihres 
TCR Tumor-spezifische Peptide, die ihnen über MHC-Moleküle präsentiert werden. Diese 
Proteine sind als Tumorantigene für definierte Tumore charakteristisch. Vorwiegend sind 
es körpereigene Proteine, die entweder mutiert sind (Tumor-spezifische Antigene, TSA), 
oder in Tumorzellen auf eine andere Weise exprimiert werden als in normalen Zellen 
(Tumor-assoziierte Antigene, TAA; Tab. 1). 
Tabelle 1: Humane Tumorantigene. Angegeben ist eine Auswahl humaner Tumorantigene. Modifiziert 
nach Palena [47] 
Tumor-spezifische Antigene Tumor-assoziierte Antigene 
Mutierte Proteine Karzinoembriogenes Antigen 
K-ras Mucin 1 
P53 Prostata-spezifisches Antigen 
 Telomerase Reverse Transcriptase 
Fusionsproteine Wilm´s tumor 1 
Bcr-Abl Her-2/neu 
 NY-ESO-1 
Virale Proteine Cyclin D1 
HPV-16 E6, HPV-16 E7 Mesothelin 
Latenzproteine des EBV (EBNA1, LMP1, LMP2) Survivin 
 
Die charakteristischen Tumorantigene HPV-assoziierter Tumore sind virale Proteine, wie 
E6 und E7. Dies ist eine Besonderheit im Vergleich zu anderen Tumorarten, denn die 
meisten Tumore präsentieren nur körpereigene Proteine. T-Zellantworten gegen diese 
Autoantigene sind oft bereits eingeschränkt. Zum Schutz vor Autoimmunreaktionen 
werden spezifische T-Zellen entweder im Thymus deletiert oder besitzen regulatorische 
Eigenschaften. Diese Einschränkungen bestehen gegen virale Antigene, die Neoantigene 
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sind, nicht. Wie aber entgeht eine Tumorzelle mit viralen Antigenen trotzdem der 
Erkennung und Zerstörung durch das Immunsystem? Wie alle Immunantworten, sind auch 
die gegen Tumorantigene zeitlich begrenzt. Die Mechanismen für die Beendigung einer 
Immunantwort sind bisher nicht genau definiert, man geht jedoch davon aus, dass 
verschiedene Zytokine, regulatorische T-Zellen und andere Faktoren die Immunreaktivität 
regulieren. Eine Vielzahl solcher als Immune Escape bezeichneter Mechanismen wurden in 
Tumorgeweben nachgewiesen (Tab. 2, [48,49,50,51]).  
Tabelle 2: Beispiele für Immune Escape Mechanismen im Tumorgewebe. Modifiziert nach Igney [52] 
Strategie Mechanismus Beispiel 
Ignoranz Mangel an inflammatorischen Signalen Eingeschränkte Interferon (IFN)-γ und 
IFN-α Ausschüttung 
Ausbleiben der Präsentation von 
Tumorantigenen in den lymphoiden Organen 
geringe Anzahl an APC, tolerogene DC 
Mangel an Adhäsionsmolekülen E-Cadherin  
Stroma-bedingte physiologische Barrieren Vaskularisierung 
Einschränkung der 
Antigenpräsentation 
Expressionseinschränkung oder Mutation 
von Tumorantigenen 
 
Expressionseinschränkung oder Mutation 
von MHC-Genen 
Endozytotischer Abbau des Antigens in 
der Tumorzelle 
Defekte in Antigenprozessierungs- und 
Präsentationsmechanismen 
Antigenpeptid-Transporter oder LPM-
Defizienz 
Expression von 
immunsuppressiven 
Faktoren 
Zytokine Transforming Growth Factor (TGF)-β, 
Interleukin (IL)-10, Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF) 
Prostaglandine Prostaglandine (PG)E1 und E2 
Toleranzinduktion Einleitung der Anergie durch Verlust 
kostimulatorischer Moleküle 
CD80/CD86-Moleküle 
Myeloische Suppressorzellen  
Aktivierung regulatorischer Zellen Unreife DC und Makrophagen 
T-Zelldeletion STAT-1-, Fas-, oder Programmed 
Death (PD)-1- Signalweg 
Apoptoseresistenz Expression antiapoptotischer Moleküle Hämoxygenase 1, Inhibitor of 
apoptosis-Protein 
Expressionseinschränkung oder Mutation 
pro-apoptotischer Moleküle 
Bcl-2-Proteine, p53, c-myc 
Gegenangriff Expression von Todesrezeptoren CD95L-, Expression des Liganden von 
PD-1 (PDL1) 
 
Verschiedene Formen dieser Immune-Escape-Mechanismen, wie die Einschränkung in der 
Antigenpräsentation oder die Toleranzinduktion wurden auch in HPV-assoziierten 
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Tumoren beschrieben [53,54,55,56]. Einige dieser Mechanismen wurden bereits in den 
Vorstufen der HPV-Tumore, den zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN) beobachtet. 
Um der Erkennung durch das Immunsystem zu entgehen, werden in einer HPV-infizierten 
Zelle verschiedene Mechanismen durch die HPV-Onkoproteine aktiviert [57,58], wie zum 
Beispiel die Blockierung der Aktivität von INF-α, die zur Einschränkung der 
Peptidpräsentation auf der Zelloberfläche führt [59]. Des Weiteren ist der HPV-
Infektionszyklus speziell an die Differenzierung der infizierten Zellen, den Keratinozyten, 
angepasst. Aus diesem Grund sterben Epithelzellen nicht verfrüht, die Struktur des 
Epithels bleibt somit erhalten und es werden keine Viruspartikel innerhalb des Epithels 
freigegeben. Den APC des Epithels, den LC, gelingt es nur selten virale Antigene 
aufzunehmen. Darüberhinaus fehlt ihnen, bedingt durch diese Umstände, der 
kostimulatorische Kontext, den sie benötigen, um T-Zellen effektiv aktivieren zu können. 
Dies führt letztendlich dazu, dass eine HPV-Infektion vom Immunsystem ignoriert oder 
toleriert wird und sich aus den betroffenen Zellen im Laufe der Zeit Tumorzellen 
entwickeln [60]. In den meisten Fällen wird die Immuntoleranz allerdings überwunden und 
eine HPV-Infektion oder eine anfängliche CIN heilen aus, bevor es zur Bildung maligner 
Gewebe kommt [61,62]. Effektoren einer HPV-spezifischen Immunantwort, wie zum 
Beispiel Immunglobuline vom Typ IgG und IgA, TH-Zellen und CTL gegen verschiedene 
frühe und späte HPV-Proteine, wurden in Blutproben von HPV-infizierten Patienten 
beschrieben [60,63]. Die Bildung von Antikörpern, wie auch die Ausbildung einer Typ2-
TH-Antwort wurden interessanter Weise in sehr frühen Phasen der HPV+ 
Zervixkarzinomentstehung und im weiteren Verlauf beobachtet [64,65]. Seltener als in 
gesunden Personen wurden in Zervixkarzinompatienten NK-Zellrezeptor-D-positive 
Zellen, wie NK-Zellen nachgewiesen, die eine Zerstörung von Tumorzellen durch die 
Bindung an das humane Leukozytenantigen (HLA)-A einleiten [66,67]. Die Anzahl der 
T-Zellen im Tumorgewebe war im Vergleich zu anderen Tumorarten besonders hoch, 
insbesondere die Zahl der regulatorischen T-Zellen (Treg) [56]. HPV-spezifische CTL 
konnten ebenso dokumentiert werden [62,68], waren aber stark eingeschränkt in ihren 
Funktionen, beispielsweise durch die verminderte Expression des im CD3-TCR-Komplex 
gebundenen ζ-Proteins [69] oder aufgrund hoher Konzentrationen der 
immunsupprimierenden Indolamin-2,3-Dioxygenase [70,71]. Auch die CTL-Antwort 
unterstützenden Zytokine wie IFN-γ konnten im Tumorgewebe nur in geringen Mengen 
detektiert werden [71]. Gleichzeitig wurde aber die Sekretion verschiedener 
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immunsuppressorischer Zytokine, wie IL-10 [53,72], VEGF [73], PGE2 [74], TGF-β [75] 
und IL-6 [76], überwiegend durch hämatopoetische Zellen des umgebenden Gewebes aber 
auch durch Tumorzellen beschrieben [77].  
Somit sind T-Zellantworten auch gegen virale Antigene in Tumorgeweben stark 
eingeschränkt. Möglichkeiten zu finden, die solche Einschränkungen überwinden und eine 
Tumorimmunantwort aktivieren, reaktivieren oder verbessern, ist das Ziel der Forschung 
zur Entwicklung von Tumorimmuntherapien.  
 
1.3 Immuntherapie HPV-assoziierter Tumore  
Der Schwerpunkt der Tumorimmuntherapie liegt in der Generierung einer effektiven 
zellulären Immunantwort gegen Tumorantigene. Zur Aktivierung von Antigen-
spezifischen CTL wurden bereits verschiedene Impfstrategien entwickelt. Anders als der 
Großteil der Vakzine, der prophylaktisch eingesetzt wird und sich auf die Aktivierung 
einer humoralen Immunantwort fokussiert, werden Tumorvakzine therapeutisch verwendet 
und richten sich auf die Aktivierung einer zellulären Immunantwort. Da 10 bis 20% aller 
Tumorerkrankungen durch Mikroorganismen verursacht werden, ist die Entwicklung von 
prophylaktischen Impfstoffen auf diesem Gebiet ebenso wichtig [78]. 
Gegen HPV-assoziierte Erkrankungen wurden zum Beispiel die prophylaktischen 
Impfstoffe Gardasil® (Merck) und Cervarix® (GlaxoSmithKline) entwickelt, welche eine 
humorale Immunität gegen die Hüllproteine der häufigsten HPV-Typen induzieren und 
dadurch effektiv vor einer Infektion schützen [79,80]. Trotz dieser Erfolge in der 
Entwicklung prophylaktischer HPV-Vakzinen, ist es aufgrund hoher Kosten und 
begrenzter Verfügbarkeit der Impfstoffe in Entwicklungsländern unwahrscheinlich, dass 
die Verbreitung von HPV-Infektionen innerhalb der nächsten Jahre durch diesen 
prophylaktischen Ansatz reduziert werden kann. Die Infektionsraten mit HPV liegen 
derzeit weltweit bei Frauen unter 30 Jahren über 25%. Davon entwickeln durchschnittlich 
30% der Frauen Zervixkarzinome, die mit einer hohen Sterblichkeitsrate verbunden sind. 
Da bestehende Infektionen und Zervixkarzinome durch die prophylaktische Vakzinierung 
aber nicht beeinflusst werden, ist die Entwicklung therapeutischer Vakzine ebenso wichtig 
[81]. Zielmoleküle der zellulären Immuntherapie HPV-assoziierter Tumorerkrankungen 
sind meist die Proteine der frühen viralen Gene, insbesondere der HPV-Onkogene E6 und 
E7. Da die beiden Onkogene essentiell für die Induktion und den Erhalt der 
Transformation sind und kontinuierlich von den Tumorzellen exprimiert werden, eignen 
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sie sich besonders gut als Ziel therapeutischer Impfstrategien. Aufgrund ihres viralen 
Ursprungs gehören E6 und E7 zu den Neoantigenen. Damit ist die Wahrscheinlichkeit 
gering, dass durch Impfung Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel die Vitiligo bei 
der Behandlung von Melanomen mit tumor-spezifischen Autoantigenen [82], induziert 
werden. Bislang wurden in Tierversuchen und in Patientenstudien verschiedene Strategien 
untersucht, in denen Tumorzellen selbst, Fusionen aus DC und Tumorzellen, oder DC 
beladen mit Tumorproteinen oder RNA, als Impfstoffe eingesetzt wurden, um 
Immunantworten gegen bekannte oder auch unbekannte Tumorstrukturen zu induzieren 
(Tab. 3.). 
Tabelle 3: Impfstrategien. Modifiziert nach Palena [47] 
Impfstrategien mit Antigengemischen Impfstrategien mit spezifischen Antigenen 
Immunisierung mit Zellen Immunisierung mit Zellen 
Autologe Tumorzellen DC beladen mit Peptiden oder Proteinen 
Allogene Tumorzellen DC transfiziert mit DNA oder RNA 
Genetisch modifizierte Tumorzellen T-Zellen transduziert mit Tumorantigen-spezifischem 
TCR 
DC/Tumor-Fusionszellen  
DC beladen mit Tumorlysat Immunisierung mit Peptiden oder Proteinen 
DC transfiziert mit Tumor-RNA Proteine 
 Peptide 
Immunisierung mit Peptiden oder Proteinen Agonistische Peptide 
Tumorlysat Antiidiotypische Mausantikörper 
Hitzeschockproteine-Tumorpeptide Mausantikörperfusionsproteine 
  
 Immunisierung mit Vektoren 
 Plasmid-DNA 
 Bakterielle Vektoren (Listeria, Salmonella) 
 Hefevektoren 
 Virale Vektoren (Adenovirus, Vaccinia, Avipox, MVA) 
 
Die beiden HPV-Onkogene E6 und E7 sind die Grundlage vieler Impfstoffe zur 
Immuntherapie HPV-assoziierter Tumorerkrankungen. Als Bestandteil von DNA- oder 
Virus-basierten Vakzinen wurden ihre Sequenzen abgeändert um ihre onkogenen 
Eigenschaften zu vermindern oder auszuschließen [83,84]. Auf ähnliche Weise wurde in 
unserer Arbeitsgruppe die Adenovirus-basierte Vakzine Ad-p14 hergestellt [85]. Das 
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rekombinante Vakzinierungsgen p14 wurde aus 14 Fragmenten der HPV-Onkogene E6 
und E7, der HPV-Typen 16 und 18 zusammengesetzt (Abb. 4). 
 
E7
a b c a b ca b c d a b c d
E7E6 E6
abc abc abcd abcd
HPV16 HPV18
Fusion von 14
Genfragmenten
p14
Integration in
das Ad5-Adenovirusgenom
 
Abbildung 4: Herstellung der Adenovirus-basierten HPV-Vakzine Ad-p14. Das Vakzinierungsgen setzt 
sich aus 14 verschiedenen Fragmenten der HPV-Onkogene E6 und E7, der Typen 16 und 18 zusammen. 
Onkogene Gensequenzen, wie beispielsweise die Zinkfingerdomäne und die PDZ-Domäne oder 
Sequenzbereiche, verantwortlich für die p53-Degradation und die Rb-Bindung wurden deletiert (rot 
gekennzeichnet). Die verbleibenden Sequenzbereiche sind entgegen ihrer natürlichen Abfolge fusioniert und 
in das Genom des replikationsdefizienten Adenovirus Ad5 kloniert worden [85].  
 
Bei der Auswahl und der Anordnung der Sequenzabschnitte wurde speziell darauf 
geachtet, die antigenen Eigenschaften der viralen Gene zu erhalten und die 
transformierenden Eigenschaften, wie beispielsweise die p53-Degradation und die Rb-
Bindung möglichst vollständig zu eliminieren. Als Träger des rekombinanten p14-Gens 
wurde das replikationsdefiziente Adenovirus Ad5 verwendet. 
In dieser Arbeit sollte die Wirkung der Vakzine in der Tumortherapie beschrieben werden. 
Untersuchungen angeführter Autoren zur Wirkung anderer Vakzinen, deren Großteil sich 
ebenfalls auf die Induktion einer zellulären Immunantwort gegen die viralen Onkogene E6 
und E7 konzentriert, verliefen im Tierversuch erfolgreich und führten meist zu einer 
Regression oder sogar zu einer Abstoßung HPV+ Tumore. Peptide [86], Fusionsproteine 
[87,88,89,90], Virus-basierte Impfstoffe [91,92,93], ex vivo generierte APC [69,94] und 
der adaptive Transfer von T-Zellen [95,96,97] wurden bereits in klinischen Studien am 
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Menschen getestet. Dabei konnten HPV-spezifische CTL nachgewiesen werden. In den 
meisten Fällen wurde allerdings keine oder nur eine transiente Reduktion des 
Tumorvolumens beobachtet [69,87,88,89,90,91,94]. Weitere Untersuchungen dazu sowie 
die fortlaufende Entwicklung im Verständnis der komplexen Interaktionen von Tumoren 
und Immunsystem und der molekularen Mechanismen, die eine Immunantwort regulieren, 
erlaubten neuartige immunologische Therapieansätze (Tab 4). 
Tabelle 4: Mit Immuntherapie kombinierte Strategien zur Verbesserung einer zellulären anti-
Tumorantwort. Modifiziert nach Igney [52]  
- Verwendung kostimulatorischer Zytokine in der Rezeptur des Impfstoffes: 
 mit Einfluss auf APC (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF)),  
 mit Einfluss auf T-Zellen (IL-2, IL-7, IL-12, IL-15) 
- Bestrahlung 
- Chemotherapie 
- Kleine adjuvante Moleküle (Imiquimod) 
- Blockierung koinhibitorischer Signale durch Antikörper: 
 im Tumorgewebe (B7-H1, B7-H4),  
 auf T-Zellen (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4 (CTLA-4)) 
- Depletion oder Blockierung von Treg 
- Blockierung immunsuppressorischer Zytokine durch Antikörper (TGF-β, VEGF) 
 
Gegenwärtig werden verschiedene Strategien miteinander kombiniert, um einerseits 
effektiv Tumor-spezifische T-Zellen zu aktivieren und andererseits immunsuppressive 
Faktoren im Tumorgewebe zu reduzieren [98]. Tumore wurden zum Beispiel mit einer 
Kombination aus Vakzinierung und Radio- oder Chemotherapie behandelt. Auch kleine 
adjuvante Moleküle wurden mit einer Impfung kombiniert. Imiquimod, ein 
Nukleosidanalog aus der Familie der Imidazole, welches eine inflammatorische Antwort 
über die Bindung der Toll-like-Rezeptoren 7 und 8 aktiviert und normalerweise als 
alleiniges Therapeutikum bei der Behandlung von Genitalwarzen eingesetzt wird [99], 
verbesserte die Aktivierung einer Impfstoff-induzierten Immunantwort [100]. Ebenso 
wurden Zytokine als Impfstoffadjuvanzien verwendet, die eine Immunantwort unter-
stützen, indem sie die Differenzierung, Aktivierung und Rekrutierung antigen-präsen-
tierender Zellen einleiten oder einzelne T-Zellgruppen direkt beeinflussen. In vorklinischen 
Studien erhöhte beispielsweise eine subkutane Injektion von GM-CSF am Impfort die 
Infiltration der nahe gelegenen Lymphknoten mit DC signifikant [101,102]. 
Kombinationen mit IL-2 [103,104], IL-7, IL-15 [105,106] und IL-12 [107,108] sind 
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weitere Beispiele, die im Hinblick auf die Verbesserung einer Vakzine-aktivierten 
Immunantwort untersucht wurden. Die Typ I-Interferone, insbesondere IFN-α, das von 
verschiedenen Zelltypen des Immunsystems nach Kontakt mit viralen oder bakteriellen 
Antigenen sezerniert wird und die Aktivierung von CTL, die Antigenerkennung durch 
Stimulation der Proteindegradation sowie der MHC-abhängigen Präsentation verbessert 
[109], wurde ebenfalls in verschiedenen Vakzinestudien als Adjuvanz verwendet [110]. 
Zytokine die vom Tumorgewebe oder umliegenden Zellen sekretiert werden um eine 
Immunantwort zu supprimieren, wie TGF-β [111,112], wurden in einigen Impfstudien 
durch spezifische Antikörper blockiert [113,114]. Eine zusätzliche Kostimulation über 
Moleküle wie CD80 und CD86 verbesserte die Immunantwort gegen Tumorantigene 
[115,116]. Koinhibitorische Moleküle wie B7-H1 [117,118] und CTLA-4 [119,120] 
wurden in alternativen Strategien mit spezifischen Antikörpern blockiert. In verschiedenen 
weiteren Ansätzen verbesserte sich die T-Zellantwort, da neben der Vakzinierung 
regulatorische T-Zellen durch spezifisch bindende Antikörper blockiert (Glucocorticoid-
Induced Tumor Necrosis Factor Receptor-Related Protein; GITR [121,122,123,124,125]) 
oder deletiert (CD4/CD25 [126,127]) wurden. Diese Zellen stellen eine kleine 
Subpopulation von CD4+ FoxP3+ CD25+ IL-17+ T-Zellen dar, die normalerweise 
Autoimmunantworten [128,129], aber auch Tumor-spezifische Immunantworten regulieren 
[130,131,132,133]. Insbesondere in der Therapie HPV-assoziierter Tumorerkrankungen 
wurden bisher DNA-Impfstoffe mit beispielsweise einer Radio- oder Chemotherapie 
[134,135], verschiedenen Zytokinen, wie GM-CSF [136] und IL-12 [137] oder einer 
folgenden Behandlung mit einer adenoviralen Vakzine kombiniert [138]. Des weiteren 
wurden Hitzeschockproteine, die normalerweise bei zellulärem Stress exprimiert werden 
und den Abbau nicht mehr funktionsfähiger zellulärer Proteine über das Proteasom 
beschleunigen, mit HPV-Onkogenen in DNA-Impfstoffen [139] oder Adeno-assoziierten 
Vektoren appliziert [140] oder mit HPV-Proteinen fusioniert [141]. Peptidimpfstoffe 
wurden mit verschiedenen Kostimulanzien wie zum Beispiel 4-IBB-Ligand [142], CpG-
Oligonukleotiden [143], mutiertem Choleratoxin [144] oder GM-CSF [145] versetzt um 
eine HPV-spezifische Immunantwort zu steigern. Auch die in unserer Arbeitsgruppe 
entwickelte Vakzine Ad-p14 sollte mit verschiedenen Strategien kombiniert werden, um zu 
klären, ob und wie eine Tumorregression dadurch verstärkt wird. Die Vakzinestudien 
sollten in speziellen Modellsystemen durchgeführt werden.  
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1.4 Tiermodelle für die Evaluierung von Tumortherapien  
Vorklinische Untersuchungen von neu entwickelten Tumortherapien werden meist in 
speziell für diese Fragestellung etablierten Tiermodellen untersucht. Häufig werden dazu 
syngene Mäuse, wie C57BL/6- oder BALB/c-Mäuse verwendet, die nach Applikation von 
Zelllinien Tumore ausbilden. Diese Zelllinien, die meist speziell für diese Anwendung 
hergestellt werden, tragen dann die Merkmale der humanen Tumore, auf welche eine 
Therapie ausgerichtet werden soll. Oft eingesetzte Zelllinien sind die Lymphomzelllinien 
EL-4 [146] und RMA, die Brustkrebszelllinie EMT6/AR1 [147] oder die 
Adenokarzinomzelllinie MC-38 [148]. Transgene Mausmodelle gestatten die 
Untersuchung molekularer und immunologischer Abläufe bei der Entstehung von Tumoren 
in festgelegten Geweben, in denen bestimmte Onkogene exprimiert oder bestimmte 
Tumorsuppressorgene deletiert sind. Solche Modelle wurden zum Beispiel für Brustkrebs 
[149], Leukämie [150] oder Kolonkarzinome (146) etabliert. Speziell für immunologische 
Fragestellungen wurde eine transgene Maus entwickelt, die das humane HLA-A*0201-
Molekül auf ihren Zelloberflächen exprimiert [151]. In diesem Modell kann zum Beispiel 
die Wirkung spezifischer T-Zellen auf durch humanes HLA-A2 präsentierte Antigene 
untersucht werden. Parallel zu Tiermodellen werden therapeutischer Agenzien oft auch in 
vitro an Zelllinien aus humanen Tumorgeweben getestet. Zu den bekanntesten Zelllinien 
gehören die aus Brustkrebsgewebe isolierten MCF-7-Zellen [152], die aus 
Prostatakrebsgewebe isolierten PC3-Zellen [153] oder die Leukämiezelllinien THP-1 [154] 
und T2 [155]-[156]. In Mausstämmen mit schwerem kombinierten Immundefekt wie Non-
Obese Diabetic-Severe Combined Immunodeficiency (NOD-SCID) [157] oder SCID Beige 
[158], die keine funktionellen T- und B-Zellen ausbilden, kann transplantiertes humanes 
Gewebe vital erhalten und expandiert werden. In diesen immuntoleranten Mausstämmen 
lässt sich auch das Auswachsen humaner Tumore reproduzieren und Untersuchungen zur 
Wirkung von Tumortherapien durchführen [159]. Derzeit gibt es 
Xenotransplantationsmodelle für die häufigsten humanen Krebserkrankungen, wie 
Brustkrebs [160], Leukämie [161,162,163], Kolonkarzinom [164,165], Hals- und 
Rachentumore [166], Prostatakrebs [167,168] und Ovarialkarzinom [169,170].  
HPV-Tumortherapien werden am häufigsten in C57BL/6-Mäusen untersucht, in denen sich 
aus den HPV+ Epithelzelllinien C3 und TC1 Tumore entwickeln. C3-Zellen exprimieren 
das gesamte HPV16-Genom sowie das Ras-Onkogen [171]; TC1-Zellen nur die Onkogene 
HPV16 E6/E7 und Ras [172]. Das Expressionsniveau der Onkogene unterscheidet sich in 
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den beiden Zelllinien. In den C3-Zellen wird die Expression der HPV-Gene durch den 
natürlichen HPV-Promotor und das E2-Protein reguliert, in TC1-Zellen durch einen 
besonders starken anderen viralen Promotor. Ein weiteres Modell für vorklinische Studien 
ist die HLA-A*0201-transgene Maus, für die die beiden HPV+ Zelllinien TC1/A2 [173] 
und HLF16 [174] entwickelt wurden. Zur Untersuchung molekularer Mechanismen der 
Tumorentstehung entwickelt, aber weniger geeignet für immuntherapeutische Strategien, 
sind transgene K14/HPV16-Mäuse, welche HPV-Onkogene unter der Kontrolle Zelltyp-
spezifischer Promotoren exprimieren [175,176]. Andere Tiermodelle, wie das Cottontail 
Rabbit Papillomavirus-Modell erlauben lediglich Einblicke in Infektionsmechanismen von 
Papillomviren, da es in diesen Modellen selten zur Entstehung von Dysplasien kommt 
[177]. Obwohl die Histopathologie der Entstehung von Zervixkarzinomen in weiblichen 
Rhesusaffen der im Menschen ähnlich ist, ist ein solches Modell auch aus ethischen und 
tierschutzrechtlichen Gründen für frühe Studien zum Potential Tumor-therapeutischer 
Impfstoffe ungeeignet. Neue Therapiekonzepte werden derzeit überwiegend mit wenigen 
humanen Tumorzelllinien wie HeLa [178] oder CaSki [179] geprüft. 
Xenotransplantationsmodelle in NOD-SCID-Mäusen wurden bisher nur mit 
HPV-infizierten Keratinozyten etabliert und ermöglichen Untersuchungen zum HPV-
Infektionszyklus. Humanisierte Mausmodelle mit Zervixkarzinomen zur Untersuchung von 
Tumortherapien sind bisher nicht etabliert. 
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1.5 Fragestellung 
HPV-assoziierte Tumore sind aufgrund ihrer viralen Merkmale im Sinne von 
Neoantigenen ein besonders geeignetes Ziel immuntherapeutischer Strategien. Impfstoffe 
zur Aktivierung einer HPV-spezifischen zellulären Immunantwort wurden bereits in 
Tiermodellen untersucht und zeigten Reduktionen, in vielen Fällen auch eine Zerstörung 
von Tumorgewebe. Impfstudien im Menschen waren dagegen bisher erfolglos; zwar wurde 
die Aktivierung einer spezifischen zellulären Immunantwort beobachtet, das 
Tumorwachstum blieb jedoch unbeeinflusst.  
Um diese Diskrepanz zu verstehen, nutzt die vorliegende Arbeit die immunologischen 
Eigenschaften der in unserer Arbeitsgruppe entwickelten HPV-Vakzine Ad-p14 in 
vorklinischen Studien. Im Einzelnen ergaben sich dazu die folgenden Fragestellungen: 
(1) Werden durch eine Vakzinierung mit Ad-p14 HPV-spezifische CTL aktiviert?  
(2) Inwiefern beeinflusst eine Vakzinierung mit Ad-p14 die Entwicklung der HPV+ 
Tumore?  
(3) Beeinflussen neben CTL auch andere Zellen der adaptiven Immunität den 
Wachstumsverlauf der Tumore?  
(4) Kann die Vakzine-aktivierte Immunantwort durch eine Kombination mit 
Immunmodulatoren so reguliert werden, dass suppressorische Mechanismen überwunden, 
blockiert oder abgeschaltet und Tumore letztlich vollständig zerstört werden?  
Zur Beantwortung dieser Fragen gliedert sich die vorliegende Arbeit in drei Teile. 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurden diese Fragestellungen in einem geeigneten Tiermodell 
in C57Bl/6-Mäusen bearbeitet, die unter Verwendung der HPV+ Zelllinien C3 und TC1 
Tumore entwickeln. Gezielte Untersuchung und Charakterisierung der T-Zellantworten, 
sowie der Tumorgewebe sollten aufklären, ob CTL und andere Zellen der adaptiven 
Immunität die Entwicklung der Tumore beeinflussen. In weiterführenden Vakzinestudien 
sollte analysiert werden, inwiefern sich die Vakzine-aktivierte Immunantwort durch eine 
Kombination mit Immunmodulatoren so regulieren lässt, dass Tumore in den Mäusen 
letztlich vollständig zerstört werden. 
Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Wirkung von Ad-p14 im Menschen untersucht 
werden. In-vitro-Immunisierungen von humanen Lymphozyten sollten Aufschluss darüber 
geben, inwieweit sich auch beim Menschen mit der Ad-p14-Vakzine funktionelle 
HPV-spezifische CTL aktivieren lassen. Gleichzeitig und unabhängig davon sollte in 
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humanen Tumorgeweben untersucht werden, inwieweit CD8+ T-Zellen oder auch andere 
T-Zellen an der Kontrolle HPV-assoziierter Tumorerkrankungen, insbesondere humaner 
Zervixkarzinome beteiligt sein können.  
Um analog zum reinen Mausmodell den Einfluss von in vitro Ad-p14-aktivierten 
HPV-spezifischen humanen CTL auf die Entwicklung primärer menschlicher 
Zervixkarzinome untersuchen zu können, lag der Schwerpunkt im dritten Teil auf der 
Etablierung eines humanisierten Mausmodells. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Chemikalien und Reagenzien 
 
Bezeichnung Firma Katalognummer 
AB-Plasma Deutsches Rotes Kreuz - 
Beriglobin ZLB Behring 22840331H 
Brefeldin A Sigma-Aldrich B7651 
Bradford Reagenz Bio Rad 500-0203 
Bis[sulfosuccinimidyl]-Suberat (BS3) Thermo Scientific 21585 
Rinderserumalbumin Biomol 9048-46-8 
CaCl2 Roth CN93.1 
CaCl2 Roth P017.2 
Cell Line Nucleofector Kit T Lonza VCA-1002 
Cell Line Nucleofector Kit V Lonza VCA-1003 
Carboxyfluorescein Succinimidylester (CFSE) Invitrogen C34554 
Kollagenase Serva 17449 
Dako REAL™ Detection System, Alkalische Phosphatase 
(AP)/RED, Rabbit/Mouse 
DakoCytomation K5005 
Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase 
(POD)/Diaminobenzidin (DAB)+, Rabbit/Mouse 
DakoCytomation K4010 
Dendritic Cell Kit Lonza VPA-1004 
DIFCO Agar-Noble BD Biosciences 214220 
DMEM Gibco 31966-047 
DMEM/F12 Gibco 11320074 
Dimethylsufloxid Sigma-Aldrich D2438 
DNAse Biozym 170001 
Dithiothreitol Roth 6908.1 
Dual-Luciferase-System Promega TM040 
ECL plus Reagenz Amersham RPN2132 
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen 12362 
Eosin Sigma-Aldrich 2853-100ML 
Ethanol J.T.Baker 8006 
Far Red (FR) Invitrogen C34553 
Fötales Kälberserum (FCS) Invitrogen 10106-169 
Ficoll-Paque-Lösung GE Healthcare 17-1440-03 
Flow DMEM Sigma-Aldrich 56436C-50L 
Isofluran (Forene) Abbott - 
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Bezeichnung Firma Katalognummer 
G418 Calbiochem 345812 
Gycerol Sigma-Aldrich G5516 
Hämatoxylin DakoCytomation S3309 
Heparin B/Braun Klinikmaterial 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure Sigma-Aldrich H-3537 
Imiquimod Invivogen tlrl-Imq 
Ketanest-S Pfizer Pharma - 
KHCO3 Roth P748.1 
L-Glutamin Sigma-Aldrich G-7513 
Milchpulver Roth T145.1 
Mini Plasmid Purification Kit Qiagen 12125 
Na2[51Cr]O4 Amersham - 
Na2CO3 Roth 8563.1 
Na2-Ethylendiamin-tetraacetat (EDTA) Roth 8043.1 
Na2HPO4 Roth P030.1 
NaCl Roth P029.2 
NaN3 Roth K305.1 
NH4Cl  Roth 5470.1 
Phosphat-gepufferte KochsalzlösungPBS Biochrom L1825 
Polyethyleinimin Sigma-Aldrich - 
Benzylpenicillin-Procain (10.000 U/ml), 
Dihydrostreptomycin (10.000 µg /ml) (Pen Strep) 
Gibco 15140 
Permeabilizing Solution 2 BD Biosciences  
Polymerase, Ligase, Dephosphatase, Klenow-Fragment Biozym - 
Protein-A-Sepharose Qiagen 311802 
QIAexpressionist (Ni-NTA Spin Kit) Qiagen 31314 
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs - 
IFN-α (Roferon)  Roche B2001 
RPMI 1640 Gibco 72400-054 
Natrium-Dodecylsulfat Roth CN30.3 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  Roth AE15.2 
Triton X-100 Sigma-Aldrich X100-100ML 
Trypanblau Bichrom L6323 
Trypsin/EDTA (0,5/ 0,2%) Biochrom L2143 
Tween 20 Roth 9127.1 
Xylazine  Bayer - 
Xylol Roth 97131 
Zytokine: IL-4, GM-CSF, IL-1β, IL-6, TNF-α , PGE2, IL-2 Immunotools - 
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2.1.2 Peptide 
Tabelle 5: Peptide. (CMV pp65) Phosphoprotein 65 des Cytomegalie-Virus, (HIV pol) Protease, Reverse 
Transkriptase, Integrase des HIV, (IMP) Matrixprotein 1 des Influenza-A-Virus, * Einbuchstabencode 
Bezeichnung Sequenz* Firma 
CMV pp65 (495–503) NLVPMVATV Biosyntan 
HIV pol (510–518) ILKEPVHGV Biosyntan 
HPV16 E6 (11-19) KLPQLCTEL HU-Berlin/Biochemie 
HPV16 E6 (29-37) TIHDIILEC HU-Berlin/Biochemie 
HPV16 E7 (11–20)  YMLDLQPETT Biosyntan 
HPV16 E7 (7-15) TLHEYMLDL HU-Berlin/Biochemie 
HPV18 E6 (13-21) KLPDLCTEL HU-Berlin/Biochemie 
HPV18 E6 (36-44) KTVLELTEV HU-Berlin/Biochemie 
HPV18 E7 (7-15) TLQDIVLHL HU-Berlin/Biochemie 
IMP (58–66) GILGFVFTL Biosyntan 
 
2.1.3 Antikörper und Tetramere 
Tabelle 6: Antikörper für die immunhistochemische Analyse. (h) Mensch, (m) Maus, (r) Ratte, (g) Ziege, 
(rab) Kaninchen, (d) Esel; *Freundlicherweise von Prof. Dr. Piddar Jansen-Dürr (Abt. Molekular- und 
Zellbiologie, Institut für Biomedizinische Alternsforschung, Öster. Ak. der Wissenschaften, Innsbruck) zur 
Verfügung gestellt. 
Antigen Isotyp Verdünnung Klon Firma Katalog-Nr. 
hCD3 mIgG1, κ  1 :25 UCHT1 DakoCytomation - 
hCD4 mIgG1, κ 1:25 1F6 Novocastra - 
hCD8 mIgG1, κ 1:100 C8/144B DakoCytomation M7103 
hEGF Pharm Dx mIgG1, κ gebrauchsfertig 2-18C9 DakoCytomation K1492 
hFoxP3 rIgG2a, κ 1:500 PCH101 eBioscience 11-4776 
hKi-97 mIgG1, κ 1:100 MIB-1 DakoCytomation IS626 
HLA-ABC mIgG2a, κ 1:100 W6/32 DakoCytomation M0736 
HLA-DP, DQ, DR mIgG1, κ 1:100 CR3/43 DakoCytomation M0775 
hp16INK4a mIgG1, κ gebrauchsfertig E6H4 CINtec  9511 
HPV16E7 mIgG 1:50 - * - 
mCD4 rIgG2b, κ 1:100 GK1.5 eBioscience 14-0041 
mCD8 rIgG2a, κ 1:100 53-6.7 eBioscience 14-0081 
mFoxP3 rIgG2a, κ 1:100 FJK-16s eBioscience 14-5773 
mIgG-HRP gIgG 1:200 - DakoCytomation E0466 
rIg-HRP rabIgG 1:200 - DakoCytomation E0468 
rIg-HRP dIgG 1:200 - Dianova 712-065-150 
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Tabelle 7: Antikörper für die durchflusszytometrische Analyse. (h) Mensch, (m) Maus, (r) Ratte, 
Allophycocyanin, (FITC) Fluoreszinisothiocyanat, (PE) R-Phycoerythrin; (PerCP) Peridinin 
Chlorophyllprotein; *Freundlicherweise von Prof. Matthias Dürst (Gynäkologische Molekularbiologie, 
Klinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Friedrich Schiller Universtät, Jena) zur Verfügung gestellt. 
Antigen Markierung Verdünnung Klon Firma Katalognummer 
mH2-Db FITC 1:100 KH95 
alle BD 
Biosciences 
553573 
mH2-Kb PE 1:100 AF6-88.5 553457 
hCD4 PerCP 1:5 SK3 345770 
hCD8 Allophyco-
cyanin 
1:20 SK1 345775 
hCD83 PE 1:5 HB15e 556855 
hCD86 FITC 1:5 2331 555657 
hGITR / 1:10 110416 R&D Systems MAB2177 
hIFN-γ FITC 1:100 B27 BD 
Biosciences 
554700 
hHLA-A2 / 1:100 HB82 Prof. M. Dürst* / 
m/rFoxP3 FITC 1:10 FJK-16s eBioscience 11-5773 
mCD4 Allophyco-
cyanin 
1:100 RM4-5 
alle BD 
Biosciences 
553051 
mCD8 PE 1:100 53-6.7 553032 
mGITR / 1:100 DTA-1 558213 
mIgG2b FITC 1:100 pAK Immunotools 22339913 
mIL-10 PE 1:100 JES5-16E3 
alle BD 
Biosciences 
554467 
mINF-γ FITC 1:100 XMG1.2 554411 
rIg FITC 1:00 G53-238 554016 
 
Tabelle 8: Antikörper in Tierversuchen. (m) Maus, (r) Ratte  
Antigen Isotyp Klon Firma Katalognummer 
mCD4 rIgG2b, κ GK1.5 BD Biosciences 553727 
mGITR rIgG2b, λ DTA-1 BD Biosciences 558213 
rIgG rIgG2b, κ A95-1 BD Biosciences 556968 
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Tabelle 9: Antikörper für den Western Blot. (h) Mensch, (m) Maus, (g) Ziege 
Antigen Isotyp Verdünnung Klon Firma Katalognummer 
Flag-Tag mIgG1 1:4000 M2 Sigma-Aldrich F1804 
hIgG mIgG2a 1:1000 5RE9 Santa Cruz sc-134340 
His-Tag mIgG1 1:1000 AD1.10 R&D Systems MAB050 
HPV16E7 mIgG1 1:1000 ED17 Santa Cruz sc-6981 
mIgG-HRP gIgG 1:5000 - Santa Cruz sc-2005 
 
Tabelle 10: HLA-A2-Tetramere für die durchflusszytometrische Analyse. Freundlicherweise von der 
Firma Orpegen* und von Prof. Stefan Stefanovic (Immunologie / Institut für Zellbiologie, Universität 
Tübingen)# zur Verfügung gestellt. 
Epitop Spender Markierung Herkunft 
E7 (11-20) HPV16 PE * 
M1 (58-66) IMP PE # 
pp65 (495-503) CMV PE # 
 
2.1.4 Zelllinien und Kulturmedien 
Für die Kultivierung der Zellen wurden folgende Medien eingesetzt: Adhärente Zellen 
wurden in A-Medium (DMEM, 1% Pen Strep, 10% FCS) kultiviert, in T2-Medium 
(DMEM, 1% Pen Strep) kurzzeitig gelagert und in E2-Medium (DMEM, 20%FCS, 10% 
Dimethylsulfoxid) eingefroren. Suspensionszellen wurden in S-Medium (RPMI, 1% 
Pen Strep, 10% FCS) kultiviert, in T1-Medium (RPMI, 1% Pen Strep) kurzzeitig gelagert 
und in E1-Medium (RPMI, 20% FCS, 10% Dimethylsufoxid) eingefroren. Primäre Zellen, 
wie mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC), wurden in P-Medium (RPMI, 
10% AB-Plasma, 1% Pen Strep) kultiviert. DC wurden in D-Medium (CellGro, 1% 
Pen Strep) generiert und gereift. Die Expression der rekombinanten h/mtGITRL-Proteine 
durch die Suspensionszelllinie HEK-S erfolgte in Serum-freien HEK-S-Medium 
(DMEM/F12). B-Zelllinien wurden in BLCL-Medium (RPMI, 10% FCS, 50% 
B95/8-Zellkulturüberstand, 1 µg/ml Cyclosporin A) hergestellt. 
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Tabelle 11: Zelllinien und Kulturmedien. Freundlicherweise von Prof. Matthias Dürst (Gynäkologische 
Molekularbiologie Klinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe Universitätsklinikum Jena)*, Prof. Rudolf 
Tauber (Institut für Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie der Charité - Universitätsmedizin Berlin)# 
und Dr. Jan ter Schegget (Medizinisches Zentrum Universität Leiden)** zur Verfügung gestellt. 
Zelllinie Herkunft Merkmale Kulturmedium 
C3 Dr. J. ter Schegget**  HPV16 immortalisierte primäre 
Mausfibroblasten (C57BL/6) 
A-Medium 
EL-4 LCG Standards, ATCC 9,10-diMethyl-1,2-Benzanthrazen 
induzierte Lymphomzelllinie 
(C57BL/6) 
S-Medium 
HEK-293T John Hopkins Special 
Collection, ATCC  
Adenovirus Typ 5 transformierte, 
neuronale Zelllinie (früher als 
humane embryonale Nierenzellen 
bezeichnet),  
A-Medium 
HEK-S Prof. R. Tauber# in Suspension wachsende Linie der 
HEK-293 
HEK-S-Medium 
K562 LCG Standards, ATCC Zelllinie einer humanen myelogenen 
Leukämie, MHCI-Deletion 
S-Medium 
K562-A2 AG Kaufmann Stabile Zelllinie für das Transgen 
HLA*0201 
S-Medium 
SiHa LCG Standards, ATCC Zervikale 
Plattenepithelkarzinomzelllinie 
A-Medium 
SiHa-A2 Prof. M. Dürst* Stabile SiHa-Zelllinie für das 
Transgen HLA*0201 
A-Medium 
T2 LCG Standards, ATCC Humane Lymphoblastenlinie, 
Antigenpeptid-Transporter-Defizienz 
S-Medium 
TC-1 John Hopkins Special 
Collection, ATCC 
c-Ha-ras und HPV16-E6/7 
immortalisierte primäre 
Mausfibroblasten (C57BL/6) 
A-Medium 
 
2.1.5 Tierstämme 
Die Mausstämme C.B-17/lcrHsd-Prkcdscid Lystbg (SCID beige) und C57BL/6 (Black 6) 
wurden von der Firma Charles River bezogen. Alle Tierexperimente wurden nach den 
Richtlinien der Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und 
Ergänzungsmethoden zum Tierversuch durchgeführt. Die Versuchstiere wurden in den 
Forschungseinrichtungen für Experimentelle Medizin der Charité gehalten und durch eine 
Isofluran-Inhalation getötet (Tierversuchsvorhaben G0189/05, A4811). 
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2.1.6 Menschliches Untersuchungsmaterial 
Buffy Coats wurden vom Deutschen Roten Kreuz der Berliner Niederlassung bezogen. Das 
Alter der Blutspender lag zwischen 18 und 60 Jahren. Durch eine Dichtegradienten-
zentrifugation wurden die PBMC aus den Buffy Coats angereichert. Der HLA-0201*-
Status der Spender wurde durch eine durchflusszytometrische Analyse ermittelt. Die 
primären Zervixkarzinomproben wurden von der gynäkologischen Abteilung der Charité, 
Campus Benjamin Franklin zur Verfügung gestellt. Für die Entnahme der Proben lag ein 
Ethikvotum vor. Die frisch entnommenen Tumorproben wurden in T2-Medium aufgenom-
men und bei Raumtemperatur gelagert. Innerhalb von zwei bis fünf Stunden wurde das 
Tumormaterial für die Klassifizierung und die Transplantationsversuche aufgearbeitet. Die 
Art der primären Tumore wurde anhand einer Begutachtung primären Tumormaterials 
nach den üblichen Verfahren durch Ärzte der Pathologie klassifiziert. Der HPV-Typ von 
primären Tumoren und Xenotransplantaten wurde durch eine Multiplexgenotypisierung 
bestimmt [180]. Dazu wurde zunächst DNA aus kryokonservierten Tumorproben isoliert. 
Die DNA-Proben wurden anschließend als Template bei einer GP5+/6+-
Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt, bei der ein Fragment aus dem HPVL1-Open 
Reading Frame mit einer Größe von 150 bp amplifiziert wurde. Anhand der Amplifikate 
wurden die HPV-Typen in einem Bead-basierenden Hybridisierungstest bestimmt.  
 
2.1.7 Immuntoxin SA2E 
Das SA2E ist ein neuartiges chimeres Immuntoxin, dessen Zielstruktur der Rezeptor des 
epithelialen Wachstumsfaktors (EGF) auf Tumorzellen ist. Das Protein wurde im Rahmen 
der Etablierung eines humanisierten Mausmodells mit EGFR+ Zervixkarzinomen getestet. 
Es besteht aus dem humanen EGF, dem Pflanzentoxin Saporin aus Saponaria officinalis. 
Ein Peptidadapter verbessert die Aufnahme in die Zelle, verhindert den Austritt aus dem 
Zytosol und detoxifiziert es [181,182,183]. Das Immunprotein SA2E wurde für die 
Versuche im Xenotransplantationsmodell freundlicherweise vom Institut für Klinische 
Chemie und Pathobiochemie der Charité zur Verfügung gestellt. Die Durchführung der 
Versuche ist im Methodenteil dargelegt. 
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2.1.8 DNA-Fragmente in Plasmiden und adenoviralen Vektoren 
Tabelle 12: Plasmide und Adenoviren. Ursprung der Promotoren der aufgelisteten Plasmide: (hFerL) 
human Ferritin L, (hFerH) Human Ferritin H, (NFκB) Nukleärer Faktor 'kappa-light-chain-enhancer' von 
aktivierten B-Zellen, Resistenzen: (Amp) Ampicillin, (Kan) Kanamycin, (Hyg) Hygromycin, (Neo) 
Neomycin, (GFP) grün fluoreszierendes Protein, (GAPDH) Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase, (TNC) 
Tenascin *Die verwendeten Adenoviren gehen ursprünglich aus den Ad5-Viren hervor und besitzen eine 
Deletion der Adenovirusgene E1 und E3. 
Bezeichnung Transgen Transgenpromotor Resistenz Herkunft (Referenz) 
Ad-GFP* GFP CMV Amp AG Uckert 
Ad-lacZ* lacZ CMV Amp AG Uckert 
Ad-p14* p14 CMV Amp  AG Cichon 
p16E6/E7 HPV16E6/7 CMV Amp AG Cichon 
p16E7 ubi, HPV16E7 CMV Kan AG Kaufmann 
p18E6/E7 HPV18E6/7 CMV Amp AG Cichon 
pc - CMV Amp AG Cichon 
pCMV ubi, CMVpp65 CMV Kan AG Kaufmann 
pCMV-hGITR hGITR CMV Amp AG Kaufmann 
pCMV-mGITR mGITR CMV Amp AG Kaufmann 
pc-p14 p14 CMV Amp AG Cichon 
phGAPDH-2 hGAPDH CMV Amp AG Loddenkemper 
phGITR-L His-Tag, hIgG-Fc, 
Flag-TNC, hGITR-L 
(50-177) 
CMV Amp AG Kaufmann 
phIgG His-Tag, hIgG-Fc, CMV Amp AG Tauber 
pHRLnull Renilla Luziferase CMV Amp AG Tauber 
pHTLV-hGITR hGITR HTLV Amp AG Kaufmann 
pHTLV-mGITR mGITR HTLV Amp AG Kaufmann 
pMCS2 - hFerL, hFerH Hyg Invivogen 
pMCS2-dsRedE ubi, dsRed hFerL, hFerH Hyg AG Kaufmann 
pMCS2-GFP-16E7 GFP/ HPV16E7 hFerL, hFerH Hyg AG Kaufmann 
pMCS2-GFP-CMV GFP/ CMVpp65 hFerL, hFerH Hyg AG Kaufmann 
pmGITR-L His-Tag, hIgG-Fc, 
Flag-TNC, mGITR-L 
(50-177) 
CMV Amp AG Kaufmann 
pNFκB-Luci Firefly Luziferase NFκB Amp AG Kramer 
pp14 Ubiqiutin, p14 CMV Kan AG Kaufmann 
p-ras Ej-ras CMV Amp AG Leutz 
pSec-hGITR-L Flag-TNC, hGITR-L 
(50-177) 
CMV Neo AG Kaufmann 
pSec-mGITR-L Flag-TNC, mGITR-L 
(50-177) 
CMV Neo AG Kaufmann 
pUbiHA Ubiqiutin,  CMV Kan AG Kaufmann 
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Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmid-Konstrukte (Tab 12) wurden mit Hilfe des 
Programmes Vector NTI (Invitrogen) erstellt. Die molekularen Klonierungen wurden nach 
den aktuellen Standardprotokollen durchgeführt [184,185]. Für die Klonierungen wurden 
die üblichen Enzyme verwendet (Polymerase, Ligase, Phosphatase, Klenow-Fragment, 
Restriktionsenzyme). Die Plasmide wurden in chemisch kompetenten Bakterien 
(Escherichia coli DH5α; Invitrogen) vermehrt. Die Plasmide wurden qualitativ und 
quantitativ mit gebrauchsfertigen Lösungen nach dem Prinzip der alkalischen Lyse [184] 
präpariert. Die für Klonierungen erforderlichen Fragmente wurden mit vorgegebenen 
Primern und den entsprechenden Templates in einer PCR mit der ProofStart DNA 
Polymerase in einem Cycler (Mastercycler; Eppendorf) nach Standardprotokollen [184] 
synthetisiert. Die Richtigkeit der Amplifikationsprodukte, sowie der aus den Klonierungen 
resultierenden Plasmid-Kontstrukte wurden mittels Gelelektrophorese (BioRad) und 
Sequenzierung (MWG) überprüft. 
 
2.2 Genexpressionsanalyse 
2.2.1 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese 
Reife und unreife DC wurden 24 h und 48 h nach Transduktion mit Adenoviren Ad-14 
oder Ad-lacZ (Multiplicity of Infection (MOI) 300) pelletiert. Aus dem Zellpellet wurde 
mit Hilfe des RNA-Extraktionskits (RNeasy Mini Kit, Qiagen) entsprechend den Angaben 
des Herstellers die RNA isoliert. Um eine Kontamination mit DNA auszuschließen, 
enthielt das Protokoll der RNA-Extraktion einen DNAse-Verdau. Die RNA wurde nach 
Bestimmung der Konzentration (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) in c-DNA 
umgeschrieben. Die c-DNA-Synthese erfolgte mit dem Omniscript RT-Kit (Qiagen) nach 
den Angaben des Herstellers.  
 
2.2.2 TaqMan-Polymerasekettenreaktion 
Um die Expression des Transgens p14 nachzuweisen, wurden die cDNA-Proben aus 
Ad-p14- oder Ad-lacZ-transduzierten DC mit Hilfe einer TaqMan-PCR untersucht. Zur 
Detektion des p14 wurden die spezifischen Primer p14F 
CAACgTCACACAATgTTggCTAg und p14A ggAATCTTTgCTTTTTgTCCAgATg 
sowie die Sonde p14TM (6-Carboxyfluorescein)-TgCTTggTACCgTCAACCggAATT—
(Black Berry Quencher) (TibMolBiol) eingesetzt. Zur Detektion der Expression des 
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Haushaltsgens GAPDH wurden die Primer und Sonde für humanes GAPDH (Human 
GAPDH Endogenous Control, VIC/Minor Groove Binder Probe; Applied Biosystems) 
verwendet. Versuchsansätze und TaqMan-PCR wurden nach den Angaben des Herstellers 
(StepOnePlus; Applied Biosystems) durchgeführt. Als Standard zur Quantifizierung 
wurden die Plasmide pCMVp14 und phGAPDH2 beginnend ab einer Menge von 1x107 
Molekülen in jeweils 5 Verdünnungsstufen (1:10) mit den entsprechenden Primern für p14 
bzw. die GAPDH parallel mitgeführt. Die Expressionsniveaus beider Parameter wurden in 
Relation zu den Standardkurven ermittelt und die Expression von p14 zur GAPDH 
normalisiert.  
 
2.3 Darstellung von Proteinen 
2.3.1 Anreicherung rekombinanter Proteine 
Rekombinante Proteine wurden über zwei in die Proteinsequenz integrierte spezifische 
Bereiche, den Fc-Teil von humanem IgG1 und den His-Tag gereinigt. Die Anreicherung 
über den Fc-Bereich erfolgte mittels Protein-A-Sepharose. Die Anreicherung über die His-
Tag-Sequenz wurde mit Hilfe einer Ni-NTA-Säule (Qiagen) nach den Angaben des 
Herstellers durchgeführt. Das Volumen der Proteinproben wurde durch Ultrafiltration 
(Amicon Ultra-15; Millipore) (15 min, 6.500 rpm/ 7600 g) verkleinert. Die Proteinproben 
wurden entweder für eine Bestimmung der Proteinkonzentration eingesetzt, im Western 
Blot analysiert oder bei -80°C eingefroren. 
 
2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinkonzentration der Proben wurde nach Bradford bestimmt [186,187]. Dazu 
wurden die Proben, sowie Rinderserumalbumin als Standard mit dem Bradford-Reagenz 
gemischt und die optische Dichte bei einer Wellenlänge von 595 nm spektrophotometrisch 
(SmartSpec Plus; BioRad) bestimmt. 
 
2.3.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot-Analyse 
Für die analytische Darstellung der rekombinanten Proteine wurden von jeder Probe 15 µg 
Gesamtprotein eingsetzt und in Laemmli-Probenpuffer (0,5% Natrium-Dodecylsulfat; 
2,5% Glycerol; 15 mM Tris, pH 8,0) unter nichtreduzierenden oder reduzierenden 
Bedingungen mit 25 mM Dithiotreitol erhitzt (5 min, 95°C). Homogene denaturierende 
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Polyacrylamidgele (10%) oder native Polyacrylamidgradientengele (5-15%) wurden mit 
den Proben beladen. Die Proteine wurden in einer Gelektrophorese aufgetrennt und auf 
Nitrozellulosemembranen (Hydrobond C+; BioRad) transferiert. Der Proteintransfer wurde 
mittels kurzzeitiger Ponceau-Färbung (Sigma) der Nitrozellulosemembranen überprüft. 
Um unspezifische Antikörperbindungen auf den Membranen einzuschränken, wurden 
diese in Blockpuffer (PBS; 0,05% Tween 20; 5% Milchpulver) inkubiert (30 min). 
Antikörper wurden in Blockpuffer verdünnt. Die Inkubationszeit des primären Antikörpers 
betrug 2 h, die des sekundären Antikörpers 1 h. Vor und nach einer Antikörperinkubation 
wurden die Membranen mit Waschpuffer (PBS; 0,05% Tween 20) gewaschen. Die 
Bindung der Antikörper wurde durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht (CL-XPosure 
Film; Thermo Scientific). 
 
2.3.4 Stabilisierung von Proteinen durch chemische Vernetzung 
Proben mit einer Proteinmenge von 200 ng der verschiedenen rekombinanten Proteine 
wurden mit dem chemischen Vernetzungsmolekül Bis[sulfosuccinimidyl]-Suberat (BS3) in 
einem Gesamtvolumen von 40 µl auf Eis inkubiert (30 min; (13)). Die Vernetzung wurde 
durch Zugabe von 2 µl Tris-HCl (1 M, pH 7.5) gestoppt. Die Proben wurden bei -80°C 
eingefroren und im Western Blot analytisch dargestellt.  
 
2.4 Zellbiologische Methoden 
2.4.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 
Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer Sicherheitswerkbank (HERASafe; Kendro) unter 
sterilen Bedingungen durchgeführt. Alle Zellkulturen wurden in einem mit 5% CO2 
begasten Feuchtbrutschrank (Heraeus BBD6220; Kendro) bei 37°C inkubiert.  
Die Vitalität und Zelldichte der Zellkulturen wurde nach einer Trypanblaufärbung (0,5% 
Trypanblau in PBS) in einer Neubauer-Zählkammer (Labor Optik) bestimmt. Suspensions-
 , sowie Monolayer-Zellkulturen wurden in Abhängigkeit von ihrer Proliferationsrate mit 
neuem Medium versorgt und passagiert.  
Zur Passage adhärenter Zellkulturen wurde das Kulturmedium abgesaugt, der Zellrasen mit 
Trypsin/ EDTA (0,5/ 0,2%) behandelt und die abgelösten Zellen in Kulturmedium 
resuspendiert. Suspensionszellkulturen wurden zur Passagierung abzentrifugiert (5 min, 
1.200 rpm/ 260 g) und das Zellpellet in neuem Kulturmedium resuspendiert.  
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Zum Einfrieren wurden Zellsuspensionen in Einfrierröhrchen (1,5 ml Kryoröhrchen; Nunc) 
30 min auf Eis inkubiert und im Anschluss in Einfrierbehältern (Nalgene) bei 
-80°C/-150°C eingefroren. Zum Auftauen wurden die gefrorenen Röhrchen kurzzeitig bei 
37°C im Wasserbad inkubiert, bis in den Zellsuspensionen nur noch ein gefrorener Kern 
verblieb. Die Zellsuspensionen wurden in vorgekühlte Röhrchen überführt, tropfenweise 
mit Kulturmedium gemischt, zweimal mit Kulturmedium gewaschen (5 min, 1.200 rpm/ 
260 g) und in entsprechendem Kulturmedium resuspendiert und kultiviert. 
 
2.4.2 Transformation von B-Zellen 
B-Zellen wurden durch Transduktion mit EBV-Partikeln aus dem Überstand der Zelllinie 
B95/8 immortalisiert [188,189]. Dazu wurden 2 bis 5 x 106 PBMC in BLCL-Medium 
aufgenommen und über einen Zeitraum von mindestens 14 Tagen in Gegenwart von 
Cyclosporin A kultiviert. 
  
2.4.3 Transfektion eukaryotischer Zellen 
Der Gentransfer in eukaryotische Zellen wurde mit der für die jeweiligen Zelllinien oder 
Primärzellen effektivsten Transfektionsmethode durchgeführt. 
Um adhärente Zelllinien zu transfizieren wurde die Methode der Kalziumphosphat-
präzipitation verwendet [184]. Zellen (8 x 105) wurden in 3 ml Kulturmedium in ein Well 
einer 6-Well-Platte eingesät und über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurde DNA 
(18 µg) in Wasser (Endvolumen 135 µl) verdünnt und mit CaCl2 (15 µl; 2,5 M) gemischt. 
Langsam und unter Bewegung wurde der Transfektionspuffer (1% HEPES; 
1.5 mM Na2HPO4; 270 mM NaCl; 10 mM KCl, pH 6,75) dazugegeben und für 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Diese Lösung wurde auf einen 70-80% konfluenten Zellrasen 
getropft und 6 h im Feuchtbrutschrank bei 37°C inkubiert bevor das Medium durch 
frisches Medium ersetzt wurde. 
Die Suspensionszelllinie HEK-S wurde durch Verwendung von Polyethylenimin 
transfiziert [184]. Dabei wurde die DNA zunächst zu gleichen Teilen oder im Verhältnis 
1:2 mit Polyethylenimin in einem Volumen, das 1/10 des Gesamtkulturansatzes entsprach, 
vorinkubiert (10 min) und dann in die Zellkultur geträufelt.  
Andere Suspensionszelllinien und primäre Zellen wurden durch Elektroporation mit der 
Amaxa-Technologie (Lonza) nach den Angaben des Herstellers transfiziert (Tab. 13).  
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Für eine stabile Transfektion mit einer anschließenden Klonierung wurde den Zellkultur-
medien der HEK-293T-Zellen 24 h nach der Transfektion 0,5 mg/ml G418 zugesetzt. Nach 
14 Tagen wurden die entstandenen Kolonien vorsichtig mit Trypsin abgelöst und getrennt 
weiter kultiviert. Die Zellen ausgewählter Klone wurden vermehrt und konserviert. 
Tabelle 13: Bedingungen für die Elektroporation mit der Amaxa-Technologie. 
Zelltyp Nukleofektion 
Kit Programm 
B-LCL T U01 
DC Dendritic cell U2 
K562 V T16 
K562-A2 V T16 
EL-4 V C09 
 
2.4.4 Onkogenitätstest im Weichagar 
Transformierende Eigenschaften der exprimierten rekombinanten Gene führen zum 
Adhärenzverlust der Monolayerkultur und damit zur Proliferation der Zellen im Weichagar 
[190]. Die Onkogenität ergab sich aus der Anzahl makroskopisch sichtbarer Ansamm-
lungen der Zellen, den so genannten Foci, im Vergleich zur Anzahl eingesetzter Zellen. 
Die zu untersuchenden Konstrukte wurden in Kombination mit einem Reporterkonstrukt 
mittels Kalziumphosphatpräzipitation in NIH3T3-Zellen eingebracht. Die transfizierten 
Zellen wurden anschließend selektioniert (0,5 mg/ml G418). Die Transfektionseffizienz 
wurde anhand der Reportergenexpression durchflusszytometrisch bestimmt. Eine Kultur-
flasche wurde 1:1 mit Kulturmedium (2 x Flow DMEM, 7,4 g/l Na2CO3, 20% FCS, 
Pen Strep, 4 mM Glutamin, 1 mg/ml G418) und mit Weichagar 0,3% (DIFCO-Agar-
Noble) gefüllt. Dazu wurde 1 ml Zellsuspension gegeben und gut gemischt. Die Zellzahl 
der Zellsuspension wurde zuvor auf 100 bis 1.000 Zellen pro Milliliter eingestellt. Die 
Kulturflasche wurde in Eiswasser inkubiert (15 min) und anschließend kultiviert. Die 
Onkogenität wurde aus der Anzahl der Foci, welche innerhalb von vier Wochen 
makroskopisch sichtbar waren, und der zuvor gemessenen Transfektionseffizienz 
errechnet. 
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2.4.5 Nachweis der Aktivierung des Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer 
of activated B-cells (NFκB)-Signalweges 
Die Funktionalität der rekombinanten mtGITRL-Proteine wurde anhand der Aktivierung 
des NFκB-Signalweges, welche aus der Interaktion von GITR und seinem Liganden 
resultiert, bestimmt. Dazu wurde ein Plasmid verwendet, welches eine Luziferase unter der 
Kontrolle des NFκB-Promotors codiert und eine Zelllinie, die den GITR auf ihrer Ober-
fläche exprimiert (Abb. 5).  
NFκB-Signalweg
GITR
DTA1
NFκB-Promotor
Luziferase
GITRLigand-
Trimer
HEK-
Zelllinie
 
Abbildung 5: Nachweis der Aktivierung des NFκB-Signalweges. Die Bindung an den stabil transfizierten 
GITR auf der Oberfläche der Zelllinie aktiviert den NFκB-Signalweg. Dies führt zur Expression des auf dem 
transient transfizierten Plasmid codierten, unter der Kontrolle des NFκB-Promotors stehenden 
Luziferasegens. 
 
Für die Herstellung dieser Zelllinie wurden HEK-293T-Zellen mit dem GITR-Konstrukt 
(pCMV-mGITR, pHTLV-mGITR, pCMV-hGITR oder pHTLV-hGITR) stabil transfiziert 
und kloniert. Die HEK-293T-Zelllinie mit der stärksten GITR-Expression wurde für diese 
Versuche verwendet und mit den beiden Luziferase-Reporter-Plasmiden pHRLnull und 
pNFκB-Luci (1:10) mittels Kalziumphosphatpräzipitation transfiziert und über Nacht 
inkubiert. Das Kulturmedium der Zellen wurde mit einer Konzentration von 2 µg/ml der 
rekombinanten Proteine oder Kontrollproteine angereichert und für weitere 16 h bis 48 h 
inkubiert. Die Stärke der Aktivierung durch die rekombinanten Proteine wurde über die 
Luziferaseaktivitäten mit Hilfe des Dual-Luciferase Reporter Assay Kits im Luminometer 
(Lumat LB 9507; Berthold Technologies) bestimmt. 
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2.4.6 Isolierung primärer Tumorzellen der Maus 
Die Haut um einen Tumor wurde mit einer Schere eröffnet und präpariert. Die 
Tumorkapsel wurde vorsichtig herausgelöst, mit 70% Ethanol gespült und in PBS 
gewaschen. Das Tumorgewebe wurde 10 min mit Skalpellen (Scalpel No.11; Feather) in 
einer Kulturschale zerschnitten. Das zerkleinerte Gewebe wurde in 5 ml Lösung A (RPMI; 
10% FCS; 1 mg/ml Collagenase; Trypsin) aufgenommen und über Nacht bei 0°C 
inkubiert. Die Zellsuspension wurde abzentrifugiert (10 min, 1.200 rpm/ 260 g) und das 
Pellet in 5 ml Lösung B (Lösung A, 1 mg/ml DNAse) resuspendiert und geschüttelt 
(5-10 min, 37°C). Große Zellverbände wurden mit einer Pipette entfernt, die 
Zellsuspension wurde abzentrifugiert (5 min, 1.200 rpm/ 260 g, 0°C) und zwei Mal mit 
PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in A-Medium aufgenommen, in 
Kulturflaschen überführt und kultiviert. 
 
2.4.7 Isolierung von Milzzellen der Maus 
Der Bauchraum des Tieres wurde über der linken Flanke eröffnet. Die Milz wurde 
vorsichtig herauspräpariert und 3-4 Mal mit T-Medium gewaschen. Die Milz wurde in 
3 ml T-Medium überführt und mit dem gentleMACS Dissociator (Programm 01.01. 
m-spleen; Miltenyi Biotech) zerkleinert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 
2 ml ACK-Puffer (150 mM NH4HCl, 1 mM KHCO3, 100 µM Na2EDTA, pH 7,2-7,4) für 
90 sec inkubiert. Die Zellsuspension wurde mit S-Medium auf 50 ml aufgefüllt und 
abzentrifugiert (5 min, 1.500 rpm/ 400 g). Das Zellpellet wurde erneut in S-Medium 
resuspendiert und durch einen Filter (70 µm; Greiner) gegeben. Die gefilterten Zellen in S-
Medium wurden mit einer Konzentration von 4 x 106 /ml in Kulturflaschen überführt und 
kultiviert. 
 
2.4.8 Isolierung mononukleärer Zellen aus dem peripheren Blut 
Buffy Coats wurden zu gleichen Teilen mit PBS verdünnt. Jeweils 35 ml dieser 
Zellsuspension wurden über 15 ml Ficoll-Paque-Lösung geschichtet und zentrifugiert 
(25 min, 2.200 rpm/ 870 g, ohne Bremse). Der Überstand der Gradientenzentrifugation 
[191] aus Plasma und PBS wurde abgesaugt, die Interphasen mit den PBMC gesammelt 
und drei Mal in PBS gewaschen (10 min, 1.200 rpm/ 260 g; 15 min, 900 rpm/ 150 g; 
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10 min, 1.500 rpm/ 400 g). Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen eingefroren 
oder direkt für weitere Experimente verwendet.  
 
2.4.9 Generierung und Reifung dendritischer Zellen  
DC wurden aus Monozyten isolierter PBMC nach einem modifizierten Protokoll [192] 
generiert. Dazu wurden 5 x 107 PBMC in 5 ml D-Medium in eine Zellkulturschale 
(∅ 10 cm) ausgesät und 2 h inkubiert. Nicht adhärente Zellen wurden durch vorsichtiges 
Schwenken in Suspension gebracht und der Überstand abgenommen. Diese Zellen wurden 
drei Mal mit PBS gewaschen und entweder direkt weiter kultiviert oder eingefroren. 
Die adhärenten Zellen, zu denen dendritische Vorläuferzellen, Makrophagen und eine 
geringe Zahl an T-Zellen, B-Zellen und Blutplättchen gehörten, wurden mit 5 ml 
D-Medium und 1.000 U/ml IL-4 sowie 1.000 U/ml GM-CSF in Kultur genommen. Nach 
drei Tagen wurden 2 ml D-Medium mit IL-4 und GM-CSF dazugegeben. Nach weiteren 
drei Tagen wurden die unreifen DC geerntet und über Nacht durch Zugabe von 
250 ng/ml IL-1β, 25.000 U/ml IL-6, 250 ng/ml TNF-α und 25 µg/ml PGE2 ausgereift. 
Diese DC wurden vor der Beladung mit den Antigenen drei Mal mit PBS gewaschen.  
 
2.4.10 Dendritische Zellen für die Antigenpräsentation 
Reife DC wurden mit 10 µg/ml Peptid in D-Medium 4 h inkubiert. Durch zweimaliges 
Waschen mit PBS wurde freies Peptid entfernt. Diese so beladenen DC wurden für die 
Generierung von T-Zelllinien verwandt, die spezifisch für HLA-A*0201-restringierte 
Peptide waren. 
In einer anderen Variante wurden 2 x 105 bis 1 x 107 unreife DC in 100 µl Nukleo-
fektionslösung aufgenommen und mit 1-5 µg DNA von Plasmiden für die Antigen-
präsentation transfiziert. Die DC wurden in D-Medium mit 250 ng/ml IL-1β, 25.000 U/ml 
IL-6, 250 ng/ml TNF-α und 25 µg/ml PGE2 überführt und über Nacht ausdifferenziert. 
Adenovirale Konstrukte wurden vor und nach Ausdifferenzierung der DC eingeführt. Dazu 
wurden die Zellen für mindestens 6 h in D-Medium mit unterschiedlichen MOI (0, 30, 100, 
300, 1000) von Adenoviren inkubiert und anschließend drei Mal mit PBS gewaschen. 
Ausdifferenzierte transduzierte DC wurden zur Generierung spezifischer T-Zelllinien 
eingesetzt oder bis zur späteren Verwendung eingefroren.  
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2.4.11 Aktivierung spezifischer zytotoxischer CD8+ T-Zellen (CTL) 
Antigen-beladene DC wurden mit PBMC im Verhältnis 1:10 bis 1:30 gemischt und in 
P-Medium inkubiert. Nach zwei Tagen wurden die Kulturen geteilt und mit der doppelten 
Menge P-Medium weiter kultiviert. Nach fünf bis neun Tagen wurden die Zellen erneut 
mit Antigen-beladenen DC in P-Medium mit 10 U/ml IL-2 und 10 U/ml IL-7 vergesetzt. 
Nach drei bis vier dieser Stimulationszyklen wurde die Reaktivität der CTL untersucht. 
 
2.4.12 Durchflusszytometrische Analyse von Oberfächenmolekülen und von 
intrazellulären Zytokinen 
In einer durchflusszytometrischen Analyse wurden Größe, Granularität und spezifische 
Fluoreszensmarkierung von Zellen detektiert. Suspendierte Zellen (1 x 106, 100 µl) wurden 
mit Hilfe Fluorochrom-konjugierter Antikörper in FACS-Puffer (PBS; 1% BSA; 
0,1% NaN3) gefärbt (30 min, Dunkelheit). Unspezifische Antikörperbindungen wurden 
durch Zugabe von humanem Immunglobulin (1 mg/ml) blockiert. Vor der Messung 
wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen. Um die Vitalität von Zellen 
durchflusszytometrisch zu bestimmen, wurden die Zellen mit Propidiumjodid (5 µg/ml, 
5-10 min) inkubiert [193]. Um markierte Zellen für einen längeren Zeitraum zu fixieren, 
wurden sie nach der Inkubation mit den Antikörpern 10-20 min in Formalin (2% in PBS) 
inkubiert.  
Zur Identifizierung und Quantifizierung Peptid-spezifischer CTL wurden Tetramer-
färbungen in Verbindung mit ebenfalls fluoreszenzmarkierten Antikörpern durchgeführt. 
Für den Nachweis der Antigen-spezifischen IFN-γ-Produktion von CTL wurden Peptid- 
oder Antigen-beladene Stimulatorzellen mit T-Zellen im Verhältnis 1:10 gemischt und für 
einen Zeitraum von 4-16 h kultiviert. Zur intrazellulären Anreicherung der Zytokine wurde 
dem Ansatz in den letzten 4 h der Inkubation Brefeldin A (1 µg/ml) zugesetzt. Die Zellen 
wurden in Formalin (2% in PBS) fixiert, permeabilisiert und mit spezifischen Antikörpern 
für Zelloberflächenmoleküle (CD8-Allophycocyanin, CD4-PerCP) und für Zytokine 
(IFN-γ-FITC) gefärbt. Alle Zellen wurden durchflusszytometrisch (FACS-Calibur mit 
Software Cellquest Pro; BD Biosciences) bewertet. 
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2.4.13 Nachweis der CTL-Aktivität durch Chromfreisetzung 
Im Chromfreisetzungstest (CRA) wurde die Lyse radioaktiv markierter Zielzellen 
(Targets) durch CTL (Effectors) über in den Kulturüberstand freigesetztes radioaktiv 
markiertes Chrom bestimmt [194]. 
Dazu wurden Zielzellen (1 bis 2 x106) in FCS mit Na2[51Cr]O4 (300 mCi, 2 h, Amersham) 
beladen und anschließend 5 x 103 Zielzellen/Well mit einer titrierten Anzahl von T-Zellen, 
verschiedenen Effektor/Zielzell-Verhältnissen (E/T Ratio), in 96-Well-Platten mit V-Boden 
4 h inkubiert. Die Zellkulturüberstände wurden abgenommen (Skatron-Filter-System; 
Skatron) und die radioaktive Strahlung innerhalb einer Minute bestimmt (Gamma Counter; 
LKB Wallac). Der Anteil spezifisch freigesetzten Chroms wurde wie folgt berechnet: 
Prozentzahl spezifischer Chromfreisetzung = (experimentelle Freisetzung-spontane 
Freisetzung) x 100%/ (maximale Freisetzung-spontane Freisetzung) Die maximale 
Freisetzung wurde aus dem Überstand von Zielzellen nach Zugabe von 1% Triton X-100 
bestimmt. Messungen mit einer spontane Freisetzung <20% der maximalen Freisetzung 
wurden in die Ergebnisse einbezogen. 
 
2.4.14 Nachweis der CTL-Aktivität im VITAL-FR-Test 
Im VITAL-FR-Test wurde die durch CTL herbeigeführte spezifische Lyse von Zielzellen 
im Verhältnis zu einer Kontrollzellpopulation gemessen [195]. Voraussetzung ist die 
Kenntnis immundominanter Peptide in einem definiertern HLA-Kontext. Die 
Antigenpeptid-Transporter-defiziente Zelllinie T2, welche sich sehr effektiv mit 
HLA*0201-restringierten Peptiden beladen lässt, wurde als Ziel- und Kontrollzelllinie 
verwendet.  
Zur Differenzierung der beiden Populationen wurden die Zielzellen (1 x 106) mit 10 μM 
CFSE und die Kontrollzellen mit 5 μM Far Red (FR) für 5 min in T1-Medium inkubiert. 
Die Färbung wurde durch Zugabe von 20% FCS gestoppt und die Zellen in S-Medium 
gewaschen. Die Zielzellen wurden über Nacht mit den relevanten und die Kontrollzellen 
mit irrelevanten Peptiden (10 µg/ml, in T1-Medium mit 3% FCS/ 3 µg/ml β2-M) beladen. 
Die Effektoren wurden titriert (96-Well-Platten mit V-Boden), mit 1 x 10³ Zielzellen und 
1 x 10³ Kontrollzellen pro Well (200 µl S-Medium, 10 U/ml IL-2) gemischt und für 72 h 
kultiviert. Danach wurden die Zellsuspensionen durchflusszytometrisch bewertet (Abb. 6). 
Die Peptid-spezifische Lyse wurde aus den Verhältnissen der Anteile in den Gates R3 und 
R2 der Kontroll- bzw. Zielzellen nach folgender Formel berechnet: 
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100%−[(R3/R2)n/(R3/R2)ko]×100%. Dabei wurden die Ergebnisse aus Messungen 
fluoreszierender Zellen mit einer definierten Anzahl (n) an Effektoren (R3/R2)n mit 
Messungen der Kontrollen (ko) ohne Effektoren verglichen (R3/R2)ko. 
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Abbildung 6: Durchflußzytometrische Auswertung im VITAL-FR-Test. Die Kontroll-und 
Zielzellpopulation wurde in einem Live Gate im Forward/Side Scatter ausgewählt und in einem 
Dot Plot-Fenster mit den Bereichen Fl-1 (CFSE)/Fl-4 (Far Red) gemessen. Im Gate R3 wurden die Anzahl 
CFSE+ Zielzellen detektiert, im Gate R2 die Anzahl der Far Red+ Kontrollzellen. Die Effektorzellpopulation 
stellte sich als ungefärbte Zellwolke dar.  
 
2.4.15 Plasmidtransfektionsfluorolyse 
In der PTF wird wie im VITAL-FR-Test die durch CTL herbeigeführte Lyse aus dem 
Verhältnis von unterschiedlich mit Antigenen beladenen Zielzellen zu Kontrollzellen 
durchflusszytometrisch bestimmt (Abb 7). Im Unterschied zum VITAL-FR-Test ist dieser 
Test nicht auf die vorherige Kenntnis der interagierenden Strukturen beschränkt und 
verschiedene, auch autologe Zellen sind als Ziel- bzw. Kontrollzellen zugänglich. 
Zielzellen werden mit einem Plasmid transfiziert, das neben der Sequenz für das 
ubiquitinierte Antigen für ein GFP kodiert und Kontrollzellen mit einem Plasmid, welches 
die Sequenzen eines irrelevante Proteins und des rot fluoreszierenden dsRed codiert. In den 
Plasmiden stehen Antigen und Marker unter der Kontrolle eines Promotors und sind durch 
eine selbstspaltende 2A-Sequenz verbunden. Dadurch wird eine optimale proteasomale 
Degradation des potentiellen Antigens bei gleichzeitigem Schutz des fluoreszenzierenden 
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Proteins ermöglicht und die Antigenexpression korreliert direkt mit der Expression des 
Fluoreszenzmarkers [196]. 
Versuchsansatz: CTL (keine in der Kontrolle),
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Abbildung 7: Durchführung und Auswertung der PTF. 
 
Mittels Elektroporation transfizierte Zellen wurden über Nacht kultivert. Die Trans-
fektionsrate wurde über die Fluoreszenzmarker durchflusszytometrisch kontrolliert und lag 
für optimale Ergebnisse über 50%. Mit Antigenvektor und Kontrollvektor transfizierte 
Zellen wurden im gleichen Verhältnis gemischt und mit spezifischen T-Zellen titriert 
(96-Well-Platten mit V-Boden). In Abhängigkeit vom Zelltyp der Ziel- bzw. Kontrollzellen 
wurden die Ansätze 24-96 h kultiviert. Ansätze ohne CTL dienten als Kontrolle. Die 
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Antigen-spezifische Lyse wurde wie für den VITAL-FR-Test oben beschrieben durchfluss-
zytometrisch erfasst und errechnet. Dabei wurde das GFP im Fluoreszenzkanal FL-1 und 
dsRed in FL-2 gemessen. 
 
2.5 Tumormodell in der Maus 
2.5.1 Transplantation primärer Tumore 
Bei der Transplantation von Tumorgewebeblöcken wurden 8-12 Wochen alte weibliche 
SCID Beige Mäuse für den Zeitraum des operativen Eingriffs gewichtsabhängig mit 
Xylazine/Ketamin (1:10) narkotisiert. Der Eingriffsort wurde rasiert und desinfiziert. 
Durch einen linksseitigen 5-10 mm langen Schnitt wurde eine Hauttasche eröffnet, ein 
Tumorgewebeblock darin platziert und der Schnitt mit Hautkleber geschlossen.  
Für die Transplantation vereinzelter Tumorzellen wurden Gewebestücke aus primärem 
Tumormaterial mit Hilfe einer Schere zerkleinert und in 5 ml Medium (DMEM, 1% 
Pen Strep) aufgenommen. Das Gewebe wurde im gentleMACS Dissociator (2 x Programm 
01.01. m-spleen) zerkleinert, die Suspension filtriert (70 µm; BD Biosciences) und 
pelletiert. Das Zellpellet wurde mit einer Zellzahl von 1 x 107/ml in Medium resuspendiert. 
Weiblichen SCID Beige-Mäusen wurden 200 µl dieser Zellsuspension linksseitig subkutan 
appliziert. 
Zur Transplantation von Tumorzellaggregaten wurden Gewebestücke von Primärtumoren 
(500 mm³) mit Hilfe einer Schere zerschnitten und in 1 ml PBS durch eine Kanüle (20G; 
BD Biosciences) aufgezogen. Typischerweise enthielten die so gewonnenen Suspensionen 
Aggregate mit bis zu 20 Zellen und 1-5 x 106 Aggregaten pro Milliliter. Jeweils 200 µl 
dieser Präparationen wurden subkutan in den linken Rückenbereich der Versuchstiere 
injiziert. 
Der Zustand der Tiere wurde täglich kontrolliert und dabei zunächst makroskopisch die 
Etablierung und das Wachstum der Transplantate bewertet. Hatten die Tumoren Größen 
von maximal 1.000 cm³ erreicht wurden die Tiere getötet, das Tumorgewebe entnommen 
und retransplantiert. Zusätzlich wurden Proben von Herz, Lunge, Leber, Milz, Niere, 
Lymphknoten und Tumor zur Gewebeanalyse asserviert. Für eine Retransplantation wurde 
das Tumorgewebe wie oben beschrieben aufgearbeitet. 
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2.5.2 Behandlung mit dem Immuntoxin SA2E 
Nach der Transplantation von Tumorzellaggregaten in SCID Beige-Mäuse und bei Tumor-
volumina von mindestens 125 mm³ wurde den Tieren verschiedene Dosen in PBS gelösten 
SA2E subkutan und tumornah in die linke Flanke appliziert. Diese Gabe erfolgte alle drei 
Tage und wurde 6 Mal wiederholt. Im Verlauf wurden das Gewicht der Tiere und die 
Volumina tastbarer Tumoren von außen mit einem Messschieber (Skaliper; AGT) 
bestimmt.  
 
2.5.3 Induktion Tumor-spezifischer T-Zellen im Tiermodell 
Für Untersuchungen im Tumormodell wurden C57BL/6-Mäusen C3- oder TC1-Tumor-
zellen (1 x 106) subkutan in die linke Leiste appliziert. Zur Aktivierung spezifischer 
T-Zellen erhielten die Tiere 1 x 1010 infektiöse Partikel (IP) des Ad-p14 oder des Kontroll-
virus Ad-lacZ intramuskulär in den rechten Oberschenkel. Die Abbildung 2.4 zeigt 
schematisch den zeitlichen Ablauf der Versuche mit Immunmodulatoren und transferierten 
Tumor-spezifischen T-Zellen.  
Immunmodulatoren wurden wie folgt pro Zeitpunkt und Tier in PBS intratumoral injiziert: 
Imiquimod (100 µg), CD4-Antikörper (100 µg) und IFN-α (1 x 105 IU). Der Antikörper 
DTA-1 (200 µg) wurde einmalig intravenös appliziert (Abb. 8A). Für den Transfer Tumor-
spezifischer T-Zellen wurden Spendertiere mit Ad-p14 oder mit Ad-LacZ immunisiert und 
isolierte mononukleäre Zellen (2 x 107) aus der Milz in syngene Tiere mit C3-Tumoren 
intraperitoneal appliziert (Abb. 8B). In den Versuchen wurde das Tumorvolumen alle zwei 
Tage gemessen.  
 
Material und Methoden 
 40 
A
(Immun)histochemie:
IP 3x Imiquimod
-8 0 8 10 12
Tumorzellen
(150)
IP 3x αCD4
-8 0 8 11 14
Tumorzellen
(150)
IP 5x IFN-α
-8 0 8 10 12
Tumorzellen
14 16 (150)
1x DTA-1IP
-8 0 8
Tumorzellen
(150)
Tumorvolumen:
Überleben:
+
B
Spender:
Empfänger:
IP
-5 0
-8 0
Tumorzellen Milzzellen
(150)
Tumorvolumen:  
Abbildung 8: Schematischer Ablauf der Induktion Tumor-spezifischer T-Zellen im Mausmodell: (A) 
Wirkung von Immunmodulatoren auf die Aktivität in-situ induzierter Tumor-spezifischer T-Zellen. (B) 
Wirkung transferierter T-Zellen auf das Tumorwachstum. Zeitverlaufsachsen sind angegeben in d (Tage). 
 
2.6 (Immun)Histochemische Analyse 
Für histologische Untersuchungen wurden Gewebeproben entweder kryokonserviert oder 
in 5% Formalin fixiert und in Paraffinblöcken eingebettet [197]. Schnitte (4 µm; Mikrotom 
HM560; Microm) wurden auf Objektträgern (SuperFrost Ultra Plus; Menzel-Gläser) fixiert 
und getrocknet: Kryoschnitte1 h bei Raumtemperatur an der Luft und Paraffinschnitte über 
Nacht bei 60°C. Die Gewebeschnitte wurden mit Xylol entparaffiniert und in einer 
absteigenden Alkoholreihe rehydriert. 
Gewebestrukturen wurden durch Färbung der Kerne mit Hämatoxylin und des 
Zytoplasmas mit Eosin unterscheidbar gemacht. Für die Immunhistochemie wurden vor 
der Färbung mit dem spezifischen Primärantikörper die Epitope demaskiert (Proteinase K/ 
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Trypsin) und endogene Peroxidasen blockiert. In den Kontrollen wurde kein primärer 
Antikörper zugesetzt. Entsprechend der Konjugation des Sekundärantikörpers wurden für 
den Nachweis über die Peroxidase die Umsetzung von 3,3'-Diaminobenzidin (POD/DAB, 
LSAB/DAB; Dako) bzw. über die alkalischen Phosphatase die Entwicklung eines roten 
Farbstoffen (LSAB/FastRed; Dako) verwendet. Die Schnitte wurden vor dem Einbetten in 
nicht-wäßrigem Medium (Neo-Mount; Merck) in einer aufsteigenden Alkoholreihe 
dehydriert und mittels Xylol von Paraffinresten befreit. Gefärbte Zellen und Strukturen 
wurden in der Durchlichtmikroskopie (BH-2, Olympus) bewertet und digitalisiert. 
 
2.7 Statistische Auswertung 
Meßwerte wurden als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben. Ihre Berechnung 
und Darstellung erfolgte mit Hilfe des Programms Microsoft Office Exel (MS Office, 
2003). Für statistische Vergleiche wurde die SPSS Software für Windows (Version 15, 
SPSS) verwendet.  
Um einen signifikanten Unterschied zwischen Frequenzen infiltrierender T-Lymphozyten 
in Gewebeschnitten zu ermitteln, wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgeführt. Eine 
spezifischere Analyse erfolgte mit dem α-abgleichenden Post-Hoc-Test.  
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3 Ergebnisse 
3.1 T-Zellantwort und Tumorentwicklung nach Ad-p14-Vakzinierung in 
Mäusen  
3.1.1 Evaluation potentiell transformierender Eigenschaften des 
p14-Vakzinierungsgens 
Ausgangssequenzen für die Herstellung des in dieser Arbeit zu testenden Impfantigens 
waren die HPV-Onkogene E6 und E7 der HPV-Typen 16 und 18. Um die maximale 
Sicherheit dieses Vakzinierungsgens zu gewährleisten, waren bei der Auswahl der 
Sequenzbereiche potentiell transformierende Sequenzen der multifunktionalen Onkogene 
ausgeschlossen worden. Die verbleibenden 14 Sequenzen wurden entgegen ihrer 
natürlichen Abfolge miteinander fusioniert. Um transformierende Eigenschaften 
auszuschließen, wurde das rekombinante p14-Gen neben den Wildtyp-HPV-Onkogenen in 
einem Weichagar-Test bewertet. Diesem Test ging die Transfektion von NIH3T3-Zellen 
mit dem jeweiligen Transgen-exprimierenden Plasmid in Kombination mit einem GFP-
Reporterplasmid und Selektion voraus. Die Frequenzbestimmung der GFP+ Zellen erfolgte 
durchflusszytometrisch. Die Onkogenität der Transgene ermittelte sich aus der Anzahl der 
Foci, die sich aus den im Weichagar-Test eingesetzten Zellen bildeten (Tab. 14). 
Tabelle 14: Untersuchung transformierender Eigenschaften von Onkogenen und des p14-Konstrukts. 
Repräsentativ für drei unabhängige Experimente. 
Genprodukt (ohne) k-ras HPV16 E6/E7 HPV18 E6/
E7 
p14 
GFP+ Zellen 
(% aller Zellen) 
17 39 19 38 21 
Foci 0 121 138 21 0 
Onkogenität (transformierte 
Zellen in % aller Zellen) 
0 31 66 5,5 0 
 
In den Ansätzen ohne Onkogen wurden keine Foci dargestellt, während bei dem 
Kontrollonkogen k-ras ein Drittel der Zellen transformiert waren. Die HPV18-Onkogene 
führten in 5% der Zellen zu einer Foci-Bildung, die mit dem Onkogen HPV-16 
transformierten Zellen sogar in zwei Drittel der Zellen. Im Gegensatz dazu wirkte p14 
nicht onkogen und war deshalb als Transgen für Vakzinierungsstudien geeignet.  
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3.1.2 Interferon-γ-Sekretion HPV-reaktiver CD8+ T-Zellen 
Vor Beginn der Vakzinestudien wurde das p14-Gen in ein geeignetes Gentransfersystem, 
den adenoviralen Vektor Ad5 eingebracht. Im folgenden Versuch wurde zunächst 
untersucht, ob eine Impfung mit der Adenovirus-basierten Vakzine eine HPV-spezifische 
zelluläre Immunantwort, insbesondere CTL aktiviert, die letztendlich zum größten Teil für 
die Zerstörung von Tumorzellen erforderlich ist. Zur Klärung dieser Frage wurden 
zunächst C57BL/6-Mäuse mit Ad-p14 oder dem Kontrollvirus Ad-lacZ immunisiert. Um 
HPV-spezifische CTL nachzuweisen, wurden den Mäusen die Milzen entnommen und in 
den daraus isolierten Splenozyten, die für aktivierte CTL spezifische Sekretion von IFN-γ 
analysiert (Abb. 9).  
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Abbildung 9: Nachweis HPV-spezifischer CTL über die IFN-γ-Sekretion. Splenozyten von Ad-p14-und 
Ad-lacZ-geimpften Mäusen wurden mit Stimulatoren (EL-4-Zellen, EL-4/ HPV16E7-Zellen und 
TC1-Zellen) koinkubiert und die Frequenzen der IFN-γ-sezernierenden CD8+ T-Zellen zytometrisch 
bestimmt. A) Exemplarische FACS-Analyse einer CD8/IFN-γ Antikörperfärbung von Splenozyten einer 
Ad-lacZimmunisierten Maus (obere Reihe) und einer Ad-p14immunisierten Maus (untere Reihe) nach 
Inkubation mit Stimulatorzellen. Die Anteile von CD8+/IFN-γ+ Zellen sind für die Beispiele angegeben. B) 
Graphische Darstellung von drei unabhängigen Versuchen. Mittelwerte ± SD von n = 3 
 
Während in den Versuchsansätzen mit Splenozyten, der mit Kontrolladenovirus Ad-lacZ 
immunisierten Mäuse, keine signifikante HPV-spezifische IFN-γ-Sekretion nachgewiesen 
wurde, lag der Anteil CD8+/IFN-γ+ T-Zellen der Ad-p14 behandelten Tiere 
durchschnittlich bei 25%. Die Verwendung von EL-4/HPV16E7-Zellen als Stimulatoren 
führte zu einer fünffach höheren Frequenz CD8+/IFN-γ+ T-Zellen als die Verwendung von 
Zellen der HPV16+ Tumorzelllinie TC1. Im Vergleich zur Kontrolle war die Anzahl 
Zytokin-sezernierender CD8+ T-Zellen, die mit TC1-Zellen stimuliert wurden achtfach 
höher.  
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3.1.3 Zytotoxische Aktivität HPV-reaktiver CD8+ T-Zellen 
Der vorangegangene Versuch zeigte HPV-reaktive CD8+ T-Zellen anhand der spezifischen 
IFN-γ-Sekretion. Der folgende Test untersucht die zytolytische Funktionalität der CTL. Zu 
diesem Zweck wurden Splenozyten aus den mit Ad-lacZ und Ad-p14 immunisierten 
Mäusen in einem Zytotoxizitätstest untersucht, der neben den Vakzinestudien im Rahmen 
dieser Arbeit entwickelt wurde. Die PTF beschreibt die durch CTL herbeigeführte 
spezifische Lyse Antigen-exprimierender Zielzellen, die durchflusszytometrisch dargestellt 
wird (Abb. 10).  
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Abbildung 10: Darstellung der HPV-spezifischen Lyse. Aus Ad-p14- und Ad-lacZ-immunisierten 
Versuchstieren wurden Splenozyten isoliert und in der PTF untersucht. A) Examplarische Darstellung der 
HPV16E7-spezifischen Lyse in Abhängigkeit der Splenozytenkonzentration. E/T-Ratios sind für die 
Beispiele angegeben. B) Spezifische Lyse in Abhängigkeit vom E/T-Ratio. Mittelwerte ± SD von n = 3  
 
Splenozyten aus Kontrolltieren, die im vorangegangenen Test kein IFN-γ produzierten, 
zeigten auch in der PTF keine HPV-spezifische Lyse. Im Gegensatz dazu reagierten 
Splenozyten aus mit Ad-p14 geimpften Versuchstieren mit einer starken spezifischen Lyse, 
die bei einem E/T-Ratio von 1/10 bereits 40% und bei gleichen Anteilen von Effektor- und 
Zielzellen 80 bis 90% erreichte. Somit konnten in diesen Versuchen eindeutig HPV-
spezifische CTL beschrieben werden, die in Mäusen durch eine Vakzinierung mit Ad-p14 
aktiviert wurden. 
 
3.1.4 Entwicklung HPV+ Tumore in Mäusen nach Vakzinierung mit Ad-p14 
Für vorklinische Untersuchungen zur Therapie HPV-assoziierter Tumore wurden die 
HPV+ Zelllinien C3 und TC1 verwendet, die in C57BL/6-Mäusen Tumore entwickeln. In 
vor Beginn dieser Arbeit durchgeführten Experimenten zeigte sich, dass Ad-p14 
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vakzinierte Versuchstiere (10/10) die Zellen der beiden Tumorlinien abstießen und keine 
Tumore entwickelten [85]. Die prophylaktische Vakzinierung schützte also vor der 
Tumorentwicklung. Wurden die Tiere erst vakziniert, nachdem sich bereits Tumore aus 
den Zellen entwickelt hatten, ließ sich in allen Tieren zunächst eine Verkleinerung der 
Tumore beobachten. Während sich aber im weiteren Verlauf C3-Tumore in den Mäusen 
vollständig zurückbildeten, wuchsen Tumore, die sich aus TC1-Zellen entwickelten wieder 
aus (Abb. 11). 
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Abbildung 11: Tumorentwicklung nach Vakzinierung zu einem späten Zeitpunkt. Den Versuchstieren 
wurden acht Tage vor Immunisierung TC1- oder C3-Zellen appliziert. Tieren der Kontrollgruppe wurde das 
Adenovirus Ad-lacZ injiziert, den Tieren der Versuchsgruppe das Ad-p14. Das Wachstum der Tumore wurde 
über einen Zeitraum von 40 Tage verfolgt. Abbildung modifiziert nach Hoffmann [85]. Mittelwerte ± SD von 
n=10 
 
3.1.5 T-zellabhängige Tumorregression 
Im folgenden Versuch wurde überprüft, inwieweit die Tumorabstoßung durch spezifisch 
reaktive T-Zellen hervorgerufen wird, also T-zellabhängig ist. Dazu wurden Milzzellen aus 
Ad-p14 und Ad-lacZ vakzinierten Mäusen isoliert und naiven C3-Tumor+ Mäusen 
appliziert (Abb. 12).  
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Abbildung 12: Tumorentwicklung nach Transfer Vakzine-aktivierter CTL. Versuchstiere wurden mit 
Ad-lacZ oder Ad-p14 immunisiert. Nach 8 Tagen wurden die Splenozyten entnommen und C3+ Mäusen 
intraperitoneal appliziert. Die Volumina der C3-Tumore wurden an Tag 8 vor, sowie an Tag 15 und 22 nach 
Splenozytentransfer gemessen. Mittelwerte ± SD von n=3 
 
Versuchstiere, die Splenozyten aus Ad-lacZ geimpften Mäusen erhielten, entwickelten 
Tumore, die bis Tag 15 Volumina von 15 bis 18 mm³ und bis Tag 22 Volumina von 
70 bis 90 mm³ erreichten. Im Vergleich dazu waren die Tumore in den Versuchstieren, die 
Splenozyten aus Ad-p14 immunisierten Mäusen bekamen an Tag 15, mit Volumina von 
13 bis 16 mm³ kleiner und bildeten sich bis Tag 22 soweit zurück, dass sie makroskopisch 
nicht mehr nachweisbar waren. Auch nach einem Zeitraum von zwei Monaten wuchsen die 
Tumore in dieser Gruppe nicht mehr aus. Der Transfer Ad-p14 aktivierter Splenozyten 
führte in diesem Versuch zu einer kompletten Abstoßung von C3-Tumoren und bestätigte 
somit den signigikanten Einfluss spezifisch reaktiver T-Zellen bei der Tumorabstoßung. 
 
3.1.6 Tumorregression in Abhängigkeit vom Zeitpunkt einer frühen Vakzinierung 
Da TC1-Tumore nach einer Vakzinierung zu einem späten Zeitpunkt nicht abgestoßen 
wurden, sondern in zwei Intervallen auswuchsen, folgte ein Versuch, der den Einfluss 
einer frühen Vakzinierung mit Ad-p14 auf den Wachstumsverlauf der TC1-Tumoren 
untersuchte (Abb. 13). 
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Abbildung 13: Regression von TC1-Tumoren in Abhängigkeit vom Zeitpunkt einer Vakzinierung. Die 
Ad-p14-Vakzine wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der TC1-Zellinjektion appliziert. Als 
Kontrolle erhielten Tiere PBS bzw. das Kontrollvirus Ad-lacZ an Tag 2 nach Tumorinduktion. Über einen 
Zeitraum von 60 Tagen wurden die Tumorgrößen am Injektionsort gemessen. Mittelwerte ± SD (n=4) 
 
Alle Kontrolltiere, unabhängig davon, ob sie den Träger allein oder das Kontrollvirus 
Ad-lacZ erhielten, entwickelten Tumore, die bereits an Tag 20 Volumina von 1 cm³ 
zeigten und sich sukzessive weiter vergrößerten. Aufgrund dessen wurden diese Gruppen 
nicht weiter geführt. Die Versuchstiere, die zwei Tage nach TC1-Zellapplikation mit dem 
Ad-p14 geimpft waren entwickelten hingegen keine sichtbaren Tumore. Die Tumorzellen 
wurden vollständig abgestoßen. Versuchstiere der an Tag 4 geimpften Gruppe bildeten 
ebenfalls Tumore, die an Tag 16 Volumina um 1 cm³ erreichten, in den folgenden vier 
Tagen aber vollständig regredierten und über einen Zeitraum von 20 Tagen makroskopisch 
nicht sichtbar waren. Zwei Versuchstiere dieser Gruppe (2/10) entwickelten nach Tag 40 
erneut Tumore. Alle Versuchstiere nach Immunisierung an Tag 6 entwickelten Tumore, 
die sich im Vergleich zu den Tumoren der Kontrolltiere langsamer und in zwei 
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aufeinanderfolgenden Intervallen vergrößerten, sich jedoch nicht vollständig 
zurückbildeten. Dieser Versuch verdeutlichte, dass die Vakzinierung mit Ad-p14 zu späten 
Zeitpunkten das Wachstum der Tumore im Vergleich zu den Kontrollen zwar einschränkte 
und zu einer zweiphasigen Progression führte, aber die Weiterentwicklung der Tumore 
nicht verhindern konnte. Eine frühe Immunisierung zwei Tage nach Applikation von 
Tumorzellen zeigte dagegen eine komplette Regression der Tumore, also eine wirksame 
Tumor-Vakzinierung mit Ad-p14.  
 
3.1.7 Tumorregression nach wiederholter Vakzinierung zu späten Zeitpunkten 
Das Ziel des folgenden Experiments bestand darin, den Einfluss einer wiederholten 
Vakzinierung zu späten Zeitpunkten auf den Wachstumsverlauf von TC1-Tumoren zu 
untersuchen (Abb. 14).  
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Abbildung 14: Regression von TC1-Tumoren nach Mehrfach-Immunisierung. Den Versuchstieren 
wurden acht Tage vor Immunisierung TC1-Zellen appliziert. Tieren der Kontrollgruppe wurde das 
Adenovirus Ad-lacZ injiziert, den Tieren der beiden Versuchsgruppen das Ad-p14. Dabei wurde eine Ver-
suchsgruppe einmalig, die andere mehrfach immunisiert - fünf Mal im Abstand von zwei Tagen. Das 
Wachstum der Tumore wurde über einen Zeitraum von 40 Tage verfolgt. Mittelwerte ± SD von n=4 
 
Die einfach und mehrfach mit Ad-p14 immunisierten Tiere entwickelten bis Tag 30 
Tumore mit Volumina von bis zu 5 mm³. Diese vergrößerten sich in den einfach geimpften 
Versuchstieren bis Tag 38 auf 6 mm³. In mehrfach immunisierten Tieren waren die 
Tumore zu diesem Zeitpunkt bereits doppelt so groß. Die wiederholte Impfung führte 
somit im Vergleich zur Kontrolle zwar zu einer partiellen Regression der Tumore, im 
Vergleich zur einmaligen Immunisierung wuchsen die Tumore aber schneller.  
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3.1.8 Immunologische Eigenschaften der TC1-Tumore 
Entwickeln sich nach Ad-p14-Vakzinierung zu einem späten Zeitpunkt Tumor-Escape-
Varianten, die zum Beispiel durch einen Verlust der Tumor-spezifischen 
Antigenexpression oder einer verminderten MHC-Klasse I-Expression gekennzeichnet 
sind und somit ihre Erkennung und Eliminierung durch das Immunsystem einschränken? 
Zur Prüfung dieser Fragestellung wurden TC1-Zellen aus Tumoren isoliert, die in Mäusen 
nach Ad-p14-Vakzinierung erneut progredierten. Der Nachweis der Tumor-spezifischen 
Antigenexpression erforderte den Aufschluss der TC1-Zellen, die Auftrennung der 
Zellproteine in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese und die anschließende Analyse im 
Western Blot (Abb. 15). 
HPV16 E7 Western Blot
Ponceau-Färbung
Ad-lacZ Ad-p14 Zellkultur
 
Abbildung 15: Antigenexpression in TC1-Tumorzellen. Proteine aus TC1-Zellen, die entweder zuvor aus 
progressiven Tumoren Ad-lacZ- und Ad-p14-vakzinierter Mäuse isoliert oder in vitro kultiviert waren, 
wurden in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennt und im Western Blot charakterisiert. Dargestellt 
sind die HPV16 E7-Proteinbanden nach Antikörperfärbung in der Western-Blot-Analyse. 
 
TC1-Zellen aus einer Zellkultur exprimierten das Tumor-spezifische Antigen HPV16E7, 
welches sich in der Western-Blot-Analyse mit einem Gewicht von 19 kDa darstellen ließ. 
Auch in TC1-Zellen, isoliert aus den Tumoren Ad-lacZ immunisierter Mäuse, konnte 
HPV16E7 detektiert werden. Einen Verlust des Tumor-spezifischen Antigens zeigten TC1-
Zellen aus den Tumoren der Ad-p14 immunisierten Mäuse nicht, hier war HPV16E7 
ebenfalls auf Proteinebene im Zellysat nachweisbar. 
Die Analyse der Expression von MHC-Klasse I-Molekülen, die für die Präsentation von 
Epitopen Tumor-spezifischer Antigene auf Zelloberflächen verantwortlich sind, erfolgte 
durchflusszytometrisch nach Antikörperfärbung der TC1-Zellen (Abb. 16). Hier zeigten 
sich keine Unterschiede zwischen TC1-Zellen aus Tumoren nach später Ad-p14-
Vakzinierung, aus Tumoren Ad-lacZ vakzinierter Mäuse oder TC1-Zellen aus einer 
Zellkultur. Durchschnittlich waren 70% der gemessenen Zellen positiv für die 
Maus-MHC-Klasse I-Moleküle H2-Db/H2-Kb. 
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Abbildung 16: MHC-Klasse I-Expression in TC1-Tumorzellen. TC1-Zellen aus in-vitro-Kulturen und 
isoliert aus progressiven Tumoren Ad-lacZ- und Ad-p14-vakzinierter Mäuse wurden nach H2-Db/H2-Kb-
Antikörperfärbung zytometrisch analysiert. A) Exemplarische FACS-Analyse von TC1-Zellen aus Ad-lacZ- 
und Ad-p14-immunisierten Tieren. Anteile von H2-Db+/H2-Kb+ Zellen sind für die Beispiele angegeben. B) 
Anteile von H2-Db+/H2-Kb+ Zellen als Mittelwerte ± SD von n=3 
 
In einer weiteren Untersuchung sollte überprüft werden inwieweit die für die 
Tumorzerstörung verantwortlichen T-Zellen in das Tumorgewebe einwandern und ob eine 
Vakzinierung die Einwanderung der T-Zellen beeinflusst.  
Der Versuch umfasste die Analyse der Tumorgewebe zu drei verschiedenen Zeitpunkten 
vor und nach Vakzinierung (Abb. 17). Die Vakzinierung erfolgte 8 Tage nach 
Tumorsetzung und die Entnahme der Tumorgewebe erfolgte entweder an Tag 8 vor 
Vakzinierung, an Tag 14, während sich das Tumorvolumen verkleinerte, oder an Tag 43, 
während das Tumorvolumen erneut zunahm (Abb. 17A).  
In Tumoren vor der Vakzinierung (Tag 8) ließen sich keine CD8+ T-Zellen sondern 
ausschließlich CD4+ T-Zellen nachweisen. Im Vergleich dazu wiesen Tumorgewebe, die 
während der Regression bzw. kurz nach der Vakzinierung entnommen wurden (Tag 14), 
fast doppelt so viele CD4+ T-Zellen, sowie auch eine große Anzahl an CD8+ T-Zellen auf. 
In Tumoren, die sich nach der kurzzeitigen Regression wieder vergrößerten (Tag 43), lagen 
wie in Tumoren vor Vakzinierung nur CD4+ T-Zellen vor. Dabei war die Anzahl der CD4+ 
T-Zellen im Vergleich zu den in Tag 8 isolierten Tumoren um 25% und zu den in Tag 14 
isolierten Tumoren um rund 40% geringer. CD8+ T-Zellen stellten sich auch hier nicht dar.  
Somit ließ sich ein selektives Wachstum von Tumorvarianten mit Verlust der 
Antigenexpression oder MHC-Klasse I-Expression ausschliessen. Vielmehr war hier die 
An- oder Abwesenheit Tumor-infiltrierender Lymphozyten entscheidend für das 
Wachstum der Tumore. 
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Abbildung 17: Tumor-infiltrierende Lymphozyten in TC1-Tumoren. Die Detektion von CD4+ und CD8+ 
T-Zellen erfolgte an Schnitten aus Tumorgeweben, die zu bestimmten Zeitpunkten vor und nach 
Vakzinierung aus den Versuchstieren isoliert wurden. A) Zeitpunkte der Tumorisolation B) 
Immunhistochemische Antikörperfärbung von CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen in diesen Tumorgeweben. 
Die Bindung des CD4- bzw.des CD8-Antikörpers wurde über AP/Red (rot) sichtbar gemacht. Die Anzahl 
CD4+ bzw. CD8+ Zellen sind in den Beispielen angegeben. (Originalvergrößerung x100). 
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3.1.9 Unterstützung der T-Zellantwort durch Immunmodulatoren 
Die vorangegangenen Experimente zeigten, dass eine Tumorabstoßung T-zellabhängig ist 
und, dass während der Regression vermehrt CD4+ und CD8+ T-Zellen im Tumorgewebe 
auftreten. Weitere Studien dieser Arbeit sollten klären, ob sich diese durch Ad-p14-
Vakzinierung aktivierte T-Zellantwort mit Hilfe von Immunmodulatoren unterstützen bzw. 
verstärken lässt und somit die Abstoßung der TC1-Tumore verbessert (Abb. 18). 
Im ersten Versuch standen IFN–α, Imiquimod und ein CD4+ T-zelldepletierender 
Antikörper als Immunmodulatoren, die bereits aus klinischen Anwendungen bekannt 
waren, für die Kombination mit Ad-p14 zur Verfügung (Abb. 18A). 
Der zweite Versuch kombinierte die Vakzine mit dem bisher in Mäusen getesteten GITR-
bindenden Antikörper DTA-1 (Abb. 18B).  
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Abbildung 18: Tumorregression nach Ad-p14-Vakzinierung in Kombination mit verschiedenen 
Immunmodulatoren. A) Überlebensrate von Versuchstieren nach zusätzlicher Behandlung mit den 
Immunmodulatoren IFN-α, anti-CD4 und Imiquimod. B) Überlebensrate nach Immunisierung, kombiniert 
mit der Applikation des gegen den mGITR gerichteten Antikörpers DTA-1. Mittelwerte ± SD von n=10  
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Bei unbehandelten Versuchstieren wurde der Versuch 30 Tage nach Tumorsetzung 
beendet, da die Tumore zu diesem Zeitpunkt das maximale Volumen von 1 cm³ bereits 
überschritten. Aus diesem Grund mussten bis 60 Tage nach Tumorsetzung auch 80% der 
alleinig Ad-p14-geimpften Versuchstiere getötet werden und nur 10% dieser Tiere 
überlebten bis zum Versuchsende nach 150 Tagen. Mäuse, die im ersten Versuch 
zusätzlich zur Vakzinierung mit Imiquimod behandelt waren, wurden nur bis Tag 60 in den 
Versuch eingeschlossen. Die Überlebensrate steigerte sich bei einer zusätzlichen 
Behandlung mit dem CD4-Antikörper, so dass 20% der Tiere überlebten. Die Kombination 
mit IFN-α führte im ersten Versuch zur höchsten Überlebensrate, bei der die Tumore in 
40% der Tiere regridierten.  
Erfolgte im zweiten Versuch ausschließlich die Applikation von DTA-1, ohne 
Vakzinierung, überlebten bereits 30% der Tiere (Abb. 18B). In Kombination mit der 
Ad-p14-Vakzinierung überlebten alle Versuchstiere. Die TC1-Tumore bildeten sich nach 
dieser Behandlung komplett zurück und wuchsen nicht wieder aus. 
Versuchstiere eines weiterführenden Experiments mit Tumoren, die sich aus C3-Zellen 
entwickelten, erhielten ebenfalls DTA-1, um den Einfluss auf die Entwicklung und die 
damit verbundenen immunologischen Eigenschaften der C3-Tumore zu beobachten 
(Abb. 19).  
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Abbildung 19: Wachstum von C3-Tumoren nach DTA-1-Gabe. C3+ Versuchstieren wurde entweder ein 
Kontrollantikörper oder DTA-1 appliziert. A) Überlebensrate der Versuchstiere über einen Zeitraum von 
200 Tagen. Mittelwerte ± SD von n=10 B) Tumorgewebe, fünf Tage nach Applikation der Antikörper. 
Immunhistochemische Färbung über LSAB für CD8 (rot) und FoxP3 (braun). Exmplarisch für drei 
unabhängige Versuche. Die Anzahl CD8+ bzw. FoxP3+ Zellen sind in den Beispielen angegeben. 
(Originalvergrößerung x100) 
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Während die C3-Tumore der Kontrolltiere innerhalb von drei Wochen kontinuierlich 
expandierten, verkleinerten sich die Tumore bei 70% der Versuchstiere. Gewebeproben für 
die Beschreibung CD8+ und FoxP3+ T-Zellen wurden fünf Tage nach Applikation des 
DTA-1 entnommen. Art und Anzahl Tumor-infiltrierender Lymphozyten unterschieden 
sich wesentlich in den Geweben der beiden Versuchsgruppen. Durch DTA-1 infiltrierten 
mehr als zehn Mal so viele CD8+ T-Zellen den Tumor, die Anzahl FoxP3+ Zellen 
verringerte sich um das Fünffache. 
 
3.1.10 Einfluss des DTA-1 auf die Anzahl HPV-spezifischer CD8+ T-Zellen 
Der Nachweis der IFN-γ-Sekretion HPV-spezifischer CD8+ T-Zellen erfolgte in 
Splenozytenpopulationen aus TC1+ Mäusen, die entweder unbehandelt oder vakziniert 
waren, eine Kombination aus Ad-p14-Vakzine und DTA-1 Behandlung oder nur eine 
DTA-1 Behandlung erhielten (Abb. 20).  
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Abbildung 20: IFN-γ+ HPV-spezifische CTL in DTA-1-behandelten und Ad-p14-immunisierten 
Mäusen mit TC1-Tumoren. Splenozyten von unterschiedlich behandelten Mäusen (unbehandelt, DTA-1, 
Ad-lacZ, Ad-p14, Ad-p14/DTA-1) wurden mit Zielzellen (EL-4-Zellen, EL-4/ HPV16E7-Zellen und 
TC1-Zellen) koinkubiert und der Anteil der IFN-γ-sezernierenden CD8+ T-Zellen zytometrisch bestimmt. 
Mittelwerte ± SD von n=3 
 
In Milzzellen aus Kontrolltieren (PBS, Ad-lacZ) und DTA-1 behandelten Tieren konnten 
im Vergleich zu Ad-p14-geimpften Tieren keine IFN-γ+/CD8+ T-Zellen nachgewiesen 
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werden. Mit EL-4/HPV16E7-Zellen als Stimulatoren erreichten die mit Ad-p14 aktivierten 
CTL Frequenzen von 2,5-4,5% IFN-γ+/CD8+ T-Zellen. Die Frequenzen der mit 
Ad-p14/DTA-1 aktivierten CTL lagen zwischen 3 und 6%, und somit durchschnittlich 1% 
höher als die der Ad-p14 aktivierten CTL. Mit TC1-Zellen als Stimulatoren verringerten 
sich die Frequenzen der IFN-γ+/CD8+ T-Zellen deutlich. Dabei war die Frequenz der 
Ad-p14/DTA-1 aktivierten CTL mit 1% wiederum höher, als die nur mit Ad-p14 
aktivierten CTL, mit 0,8 % IFN-γ+/CD8+ T-Zellen. In TC1+ Mäusen, die ausschließlich 
DTA-1 erhielten und bei denen 30% der Tiere die Tumore abstießen, wurden keine 
HPV16E7-spezifischen CTL nachgewiesen.  
 
3.1.11 Einfluss des DTA-1 auf die Anzahl regulatorischer T-Zellen 
Die Untersuchung der Anzahl regulatorischer T-Zellen erfolgte an Blutproben von TC1+ 
Tieren aus dem vorangegangenen Versuch nach Vakzinierung und Behandlung mit 
DTA-1. In den angereicherten PBMC wurde die Anzahl CD4+/FoxP3+ T-Zellen ermittelt 
(Abb. 21).  
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Abbildung 21: Frequenz regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut nach DTA-1-Behandlung. 
Unterschiedlich behandelten TC1+ Mäusen (Ad-lacZ, Ad-p14, DTA-1, Ad-p14/DTA-1) wurde peripheres 
Blut entnommen und daraus die PBMC isoliert. Diese wurden anschließend mit CD4- und FoxP3-
Antikörpern gefärbt und zytometrisch analysiert. A) Exemplarische FACS-Analyse einer CD4/FoxP3-
Antikörperfärbung von PBMC der Ad-lacZ-behandelten Tiere (linker Plot) und PBMC der Ad-p14-
immunisierten Tiere (rechter Plot). Anteile von CD4+/FoxP3+ Zellen sind für die Beispiele angegeben.B) 
Anteil der CD4+/FoxP3+ T-Zellen im peripheren Blut der Tiere aus fünf Versuchsgruppen. Mittelwerte ± SD 
von n=3  
 
Die Behandlung mit DTA-1 veränderte die Anzahl der regulatorischen T-Zellen im Blut 
der TC1+ Mäuse nicht. Auch in Kombination mit der Ad-p14-Impfung ließ sich keine 
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Veränderung in der Anzahl der Treg beobachten. Die Lyphozytenproben aus dem Blut 
aller Versuchstiere enthielten durchschnittlich 2 bis 3% regulatorische T-Zellen.  
 
3.1.12 Herstellung eines rekombinanten Proteins zur Aktivierung des 
Glucocorticoid Induced Tumor Necrosis Factor Receptor (GITR)-Signalweges  
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollte ein Protein hergestellt werden, welches 
vergleichbare funktionelle Eigenschaften wie der DTA-1 besitzt, also den GITR-Signalweg 
durch die Bindung an den murinen GITR aktiviert (Abb. 22).  
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Abbildung 22: Murines trimerisierender mtGITRL. Die Proteine wurden in HEK-S-Zellen exprimiert 
und über eine Protein-A-Sepharose- und Ni-NTA-Säule gereinigt und im Western Blot analysiert. In den 
Abbildungen A und B (oben) sind schematisch die Expressionskassetten dargestellt. A) Kontrollprotein mit 
His-Antikörper. B) mtGITRL-Protein unmittelbar nach Expression in HEK-Zellen (His-Antikörper, linke 
Abbildung) und 24 h nach Aufreinigung (His-Antikörper, Flag-Antikörper, hIgG-Antkörper, rechte 
Abbildung).  
 
Der wichtigste Bestandteil des Proteinexpressionsvektors war die Sequenz des 
extrazellulären Bereiches des murinen GITRL. Hinzu kam die Sequenz der 
Trimerisierungsdomäne von TNC, da normalerweise für die Aktivierung einer 
Signalkaskade eine Interaktion von mindestens drei Liganden erforderlich ist. Um die 
spezifische Anreicherung des Proteins durch eine Immunpräzipitation zu ermöglichen, 
seine Stabilität zu verbessern und die Halbwertzeit zu verlängern, folgten die Sequenzen 
des His- und Flag-Tags sowie von hIgG-Fc. HEK-S-Zellen exprimierten den murinen 
trimerisierenden mtGITRL nach Transfektion des Vektors. Der mtGITRL reicherte sich 
aufgrund einer sekretorischen Sequenz des Vektors im Zellüberstand an und ließ sich 
daraus durch Immunpräzipitation isolieren. Auf die gleiche Weise wurde ein 
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Kontrollprotein generiert, welches sich aus dem hIgG-Fc und einem His-Tag 
zusammensetzte. Dieses Kontrollprotein, mit einer Länge von 347 Aminosäureresten mit 
einem theoretischen Molekulargewicht von 38 kDa erreichte durch Glycosylierung im 
hIgG-Fc eine Größe von 48 kDa, wie in der Western-Blot-Analyse nachgewiesen wurde 
(Abb. 22A). 
Das mtGITRL-Protein mit einer Länge von 453 Aminosäureresten, stellte sich durch die 
hIgG-Fc-Glykosylierung mit einem Molekulargewicht von ungefähr 60 kDa dar. Es ließ 
sich jedoch einen Tag nach der Aufreinigung nicht mehr in der Western-Blot-Analyse 
nachweisen. Lediglich Bruchstücke des vorderen hIgG-Fc-Bereiches mit einer Größe von 
ungefähr 40 kDa sowie des hinteren GITRL-Bereiches mit einer Größe von ungefähr 
20 kDa konnten dargestellt werden (Abb. 22B). Aufgrund dessen folgte direkt nach der 
Aufreinigung eine Stabilisierung der Proteine mit Hilfe des Protein-vernetzenden Linkers 
BS³ (Abb. 23).  
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Abbildung 23: Stabilisierung der mtGITRL-Proteine durch Vernetzung. Proben gereinigter Proteine 
wurden mit verschiedenen Konzentrationen des Linkermoleküls BS³ vernetzt und in der Western-Blot-
Analyse durch die Antikörperfärbung mit einem für den His-Tag-spezifischen Antikörper dargestellt. A) 
Untersuchung verschiedener Vernetzungsgrade der Proteine nach Auftrennung im denaturierenden 
homogenen Gel. B) Darstellung der Proteine in der Western-Blot-Analyse nach der Auftrennung im nativen 
Gradientengel.  
 
Mit steigender Konzentration des BS³ ließ sich eine Dimerisierung der 
hIgG-Fc-Kontrollproteine beobachten (Abb. 23A, B). Eine effektive Stabilisierung der 
mtGITRL-Proteine zeigte sich in Proben mit einer Linkerkonzentration von 250 nM BS³ 
und einer Proteinmenge von 4 µg. Unter nativen Bedingungen erschienen nach 
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Verwendung des Linkers mtGITRL-Proteinkomplexe mit einer Größe von mehr als 
180 kDa, also Aggregate aus drei und mehr Proteinen (Abb. 23B). Die nicht vernetzten 
Proteine bildeten ebenfalls Komplexe, unter denen sich Dimere mit 120 kDa Trimere mit 
180 kDa und größere Proteinverbindungen mit Molekulargewichten bis zu 540 kDa 
darstellten. 
Die Funktionalität dieser Proteinkomplexe wurde mit Hilfe einer GITR+ Zelllinie 
untersucht. Für die Herstellung dieser Zelllinie wurden zwei Plasmide mit verschiedenen 
Promotoren verwendet und miteinander verglichen (Abb. 24).  
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Abbildung 24: mGITR+ Zelllinie. Vergleich der Expressionsstärke des transgenen mGITR unter der 
Kontrolle zweier verschiedener Promotoren nach Transfektion und G418-Selektion in HEK-293T-Zellen. 
Exemplarische Darstellung einer durchflusszytometrischen Analyse nach Antikörperfärbung. Die 
prozentualen Anteile von mGITR+ Zellen sind für die Beispiele angegeben. 
 
Ein Vergleich der Expressionsstärke beider Plasmide zeigte, dass HEK-293T-Zellen, 
transfiziert mit dem CMV-Promotor-Plasmid, den mGITR auf der Oberfläche am stärksten 
exprimierten. Dieses Plasmid ließ sich zudem besser transfizieren als das Plasmid mit 
HTLV-Promotor. Die Untersuchung der Aktivität des mtGITRL-Proteins erfolgte daher 
mit Hilfe einer mit der CMV-Promotor-Plasmid generierten Zelllinie. Die Funktionalität 
der nativen und der vernetzten mtGITRL-Proteine sowie der DTA-1-Proteine wurde durch 
die aus der Interaktion von GITR und seinem Liganden resultierenden Aktivierung des 
NFκB-Signalweges in einem Luziferasetest bestimmt (Abb. 25).  
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Abbildung 25: Aktivität des mtGITRL-Proteins. Nachweis der durch die rekombinanten Proteine 
induzierten Aktivierung des NFκB-Signalweges. Bestimmung der Aktivität im Luziferasetest durch 
Detektion der Relative Light Units (RLU). Mittelwerte ± SD von n=3  
 
Die IgG-Fc-Kontrolle definierte eine Hintergrundaktivität der Luziferase von 2-4 RLU. 
Die Bindung der DTA-1-Proteine bewirkte im Vergleich zu den Kontrollen eine vier- bis 
fünffache Steigerung der Luziferaseaktivität. Die nativen mtGITRL-Proteine führten zu 
einer vierfachen Steigerung der Aktivität. Die vernetzten Proteine waren im Vergleich 
dazu weniger aktiv. Sie erzielten nur eine dreifach höhere Aktivität als die Kontrollen. 
Somit aktivierten die mtGITRL-Proteine durch ihre Bindung an den GITR den NFκB-
Signalweg mit einer vergleichbaren Stärke, wie der DTA-1 und konnten insofern als 
DTA-1-Analoga verwendet werden. Die Untersuchung der mtGITRL-Proteine in 
Verbindung mit der Ad-p14-Vakzinierung in Mäusen wurde in dieser Arbeit nicht 
durchgeführt. 
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3.2 HPV-spezifische zelluläre Immunantwort beim Menschen 
3.2.1 Präsentation des p14-Antigens zur Aktivierung HPV-spezifischer CTL 
Im zweiten Teil dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf den Untersuchungen zur Wirkung 
der Ad-p14-Vakzine im Menschen. Es wurde geprüft, ob sich durch eine Impfung im 
Menschen wie in Mäusen HPV-spezifische CTL aktivieren lassen. Diese HPV-spezifische 
Aktivierung erfolgte in vitro an humanen PBMC, welche zuvor hauptsächlich aus 
Leukozyten und Thrombozyten zusammengesetzten Buffy Coats isoliert wurden.  
Zunächst richteten sich die Untersuchungen auf DC als APC, die für die Aktivierung der 
CTL erforderlich sind. Hierbei war es relevant zu ermitteln, inwieweit DC den Impfstoff 
aufnehmen, das Antigen exprimieren und in Verbindung mit den für eine T-Zellaktivierung 
benötigten Oberflächenmarkern präsentieren. Diese wurden sowohl in Monozyten, die aus 
PBMC separiert waren, als auch in daraus hergestellten reifen DC analysiert.  
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Abbildung 26: Transduktionseffizienz verschiedener MOI von Adenoviren. Monozyten wurden mit dem 
Kontroll-Ad-GFP transduziert und 24 h und 48 h später durchflusszytometrisch bewertet. A) Exemplarische 
Darstellung einer FACS-Analyse nach Transduktion mit einer MOI von 300. Die prozentualen Anteile von 
GFP+ Zellen sind für die Beispiele angegeben. B) Anteil (obere Grafik) und Fluoreszenzintensität von GFP+ 
Zellen (mittlere Grafik) sowie Überlebensrate aller Zellen nach der Transduktion (untere Grafik) aus der 
durchflusszytometrischen Analyse 24 h bzw. 48 h nach Transduktion mit verschiedenen MOI des Ad-GFP. 
Mittelwerte ± SD von n=2  
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Mittels des Kontrollvirus Ad-GFP konnte zunächst die effizienteste Anzahl von IP pro 
Zelle durchflusszytometrisch ermittelt werden (Abb. 26). Die untersuchten 
Monozytenpopulationen zeigten nach adenoviraler Transduktion Gentransferraten von 
40-90%. Unter Betrachtung der Expressionsstärke des Transgens und der Überlebensrate 
der Monozyten zeichneten sich die effektivsten Transferraten mit einer Konzentration von 
300 Adenoviren pro Zelle ab.  
Mit dieser Konzentration wurden im nächsten Schritt Monozyten und reife DC transduziert 
und hingehend ihrer für eine T-Zellaktivierung erforderlichen Expression der 
Oberflächenmarker CD83 und CD86 analysiert (Abb. 27). 
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Abbildung 27: Effizienz der Transduktion von Monozyten und reifen DC. Monozyten und reife DC 
wurden mit Ad-GFP (MOI 300) transduziert und 24 h bzw. 48 h später nach Färbung für die 
Aktivierungsmarker CD83 und CD86 durchflusszytometrisch analysiert. A) Exemplarische Darstellung einer 
FACS-Analyse mit Angabe der prozentualen Anteile von CD83+/CD86+ Zellen für die Beispiele. B) Anteil 
positiver Zellen (obere Reihe) und Fluoreszenzintensität (untere Reihe) aus der durchflusszytometrischen 
Analyse nach Transduktion. Mittelwerte ± SD von n=2  
 
Reife DC ließen sich besser als Monozyten transduzieren und zeigten eine fast doppelt so 
starke Expression des GFP-Transgens. Die Frequenzen der für eine T-Zellaktivierung 
erforderlichen kostimulatorischen Moleküle CD83 und CD86 unterschieden sich in 
geringem Maße und waren aber erwartungsgemäß in den Populationen reifer DC höher als 
in Monozyten. 
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Die Expression des Vakzinegens p14 wurde im letzten Schritt in einer 
Genexpressionsanalyse von Monozyten und reifen DC nach Transduktion mit Ad-p14 
überprüft (Abb. 28). 
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Abbildung 28: Expression des Transgens p14 in Monozyten und reifen DC nach adenoviralem 
Transfer. A) Standardreihen aus den spezifischen TaqMan-PCR mit definierten Molekülzahlen klonierter 
Sequenzen von p14 und hGAPDH. Die entsprechenden Formeln der Regressionsgeraden sowie die 
Bestimmtheitsmaße (R2) sind angegeben. B) Aus Monozyten und reifen DC wurde 24 h bzw. 48 h nach 
Transduktion mit Ad-p14 (MOI 300) RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und in einem gemeinsamen 
Ansatz einer spezifischen TaqMan-PCR für p14 und GAPDH unterzogen. Die Anzahl von p14-mRNA-
Molekülen wurde anhand der entsprechenden Standardreihen im Vergleich zur hGAPDH als Haushaltsgen 
ermittelt. Bestimmung in der PCR der Mittelwerte ± SD von n=2 
 
In Monozyten und reifen DC, die zu Kontrollzwecken mit Ad-GFP transduziert waren, ließ 
sich keine p14-Expression nachweisen. Ad-p14-transduzierte Zellen exprimierten zu 
beiden Zeitpunkten nach Transduktion p14. Reife DC zeigten im Vergleich zu Monozyten 
eine fast dreifach stärkere p14-Expression. In der Gesamtpopulation transduzierter Zellen 
betrug die Anzahl der p14-Moleküle/hGAPDH 24 h nach Transduktion in Monozyten 
durchschnittlich 12 und in reifen DC durchschnittlich 28; diese verringerte sich nach 48 h 
jeweils um die Hälfte.  
Resultierend aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen wurden in den folgenden 
Versuchen reife DC 24 h nach Ad-p14-Transduktion mit einer MOI von 300 zur 
Aktivierung HPV-spezifischer T-Zellen verwendet. 
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3.2.2 Erkennung des Antigens und Produktion von Interferon-γ durch CD8+ 
T-Zellen  
Die mit Ad-p14 transduzierten DC stimulierten in den folgenden Experimenten die 
autologen PBMC aus den Buffy Coats. Die Stimulationen der PBMC in den Kontrollen 
erfolgte mit DC, die ein Kontrollantigen präsentierten und vorher entweder mit den 
entsprechenden Peptiden beladen oder mit Plasmiden transfiziert waren. Spezifische CTL 
aus den Stimulationen wurden anhand der Bindung spezifischer HLA-A2-Tetramere und 
der Expression von IFN-γ als Surrogatparamer durchflusszytometrisch dargstellt 
(Abb. 29).  
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Abbildung 29: Nachweis spezifischer CTL durch Surrogatparameter. PBMC wurden mit autologen DC 
inkubiert, die entweder mit dem CMVpp65495-503- (CMV) oder IMP158-66-Peptid beladen (IMP) oder mit 
Ad-p14 transduziert waren (HPV). Der Erfolg der Stimulation wurde durchflusszytometrisch nach Färbung 
mit einem CD8-Antikörper in Kombination mit entsprechenden spezifischen HLA-A2-Tetrameren (Tet; A) 
oder einem IFN-γ-Antikörper bewertet (B) und ist exemplarisch für 4 Versuche dargestellt. Die Zellen 
wurden anhand ihrer FSC/SSC-Eigenschaften in die Analyse einbezogen (linke Plots). Die prozentualen 
Anteile von CD8+/HLA-A2-Tetramer+ (A) und CD8+/IFN-γ+ Zellen sind für die Beispiele angegeben.  
 
Die Präsenz der für eine Antigenerkennung erforderlichen Antigen-spezifischen 
T-Zellrezeptoren wurde anhand einer Färbung mit HLA-A2-Tetrameren überprüft 
(Abb. 29A, Tab. 15). Die für aktivierte CTL spezifische INF-γ-Sekretion wurde in einem 
Zytokinsekretionstest analysiert (Abb. 29B, Tab. 16).  
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Die für die Färbungen mit HLA-A2-Tetrameren verwendeten PBMC waren zuvor mit 
Ad-p14-transduzierten DC bzw. mit CMVpp65495-503- oder IMP58-66-Peptid-beladenen DC 
stimuliert worden. Nach CD8/HLA-A2-Tetramer-Färbung und durchflusszytometrischer 
Analyse konnten in den PBMC, die mit CMVpp65495-503- oder IMP58-66-beladenen DC 
stimuliert waren, CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden, die gleichzeitig HLA-
A2/CMVpp65495-503-Tet+ bzw. HLA-A2/ IMP58-66-Tet+ waren. Dabei ließen sich in den 
CMVpp65495-503-Linien zwischen 3,8 und 18,8% und in den IMP58-66-Linien zwischen 4,3 
und 33% CD8+/Tet+ T-Zellen detektieren. In den Zelllinien, die mit Ad-p14-Vakzine-
transduzierten DC stimuliert waren, lagen keine HPV16E711-20-Tet+ CD8+ T-Zellen vor 
(Tab. 3.2). 
Tabelle 15: Frequenzen Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen nach in-vitro-Inkubation mit spezifisch 
aktivierenden autologen DC. PBMC wurden wie für Abbildung 3.22 beschrieben mit autologen DC 
inkubiert und durchflusszytometrisch bewertet. n.d. – nicht nachweisbar 
DC in der 
Stimulation  
Peptid im 
HLA-A2-Tetramer 
Spender 
(#) 
CD8+ 
(% aller T-Zellen) 
Tet+ 
(% CD8+ T-Zellen) 
beladen mit 
CMVpp65495-503 
CMVpp65495-503 36 30,0 8,5 
37 44,1 3,1 
55 16,0 3,0 
98 36,5 1,4 
127 32,1 15,3 
B1 30,0 10,2 
Mittelwert ± SD 31,5 ± 8,5 6,9 ± 4,9 
beladen mit 
IMP58-66 
IMP58-66 34 40,2 10,0 
37 40,4 2,4 
56 22,9 1,0 
B2 33,0 11,0 
Mittelwert ± SD 34,1 ± 7,1 6,1 ± 4,4 
transduziert mit 
Ad-p14 
HPV16E711-20 33 37,0 0,1 
34 27,0 0,1 
36 19,1 n.d. 
37 37,0 0,1 
Mittelwert ± SD 30,0 ±7,5 0,1 ± 0 
 
Für die Bestimmung der CTL-spezifischen INF-γ-Sekretion wurden Zelllinien durch 
Stimulation mit DC hergestellt, die entweder mit den Plasmiden, pCMV, pIMP, p16E7 
oder pp14 transfiziert oder mit Ad-p14 transduziert waren. Die Induktion der 
Zytokinsekretion erfolgte durch Inkubation der PBMC mit Stimulatoren wie KA2-Zellen 
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oder BLCL. Diese waren entweder mit den Expressionsplasmiden pCMV für CMVpp65, 
pIMP für IMP, p16E7 für HPV16E7 oder pp14 für das komplexe Impfantigen transfiziert 
oder mit der HPV-Vakzine Ad-p14 transduziert. Einer CD4-, CD8- und IFN-γ-
Antikörperfärbung der Zellen aus den Kulturen schloss sich die durchflusszytometrische 
Analyse an (Tab. 16). 
Tabelle 16: Frequenzen Antigen-spezifischer CD8+/IFN-γ+ T-Zellen nach in-vitro-Inkubation mit 
spezifisch aktivierenden KA2-Zellen oder autologen BLCL. n.d. – nicht nachweisbar 
Linien stimuliert 
über 
Spender Stimulatoren in 
Restimulation 
CD4+ 
(% T-Zellen) 
CD8+ 
(% T-Zellen) 
IFN-γ+ 
(% CD8+ T-Zellen) 
pCMV B1 KA2/CMVpp65 46,5 44,4 16,5 
pIMP B2 KA2/IMP 26,4 53,3 18,2 
p16E7 135 KA2/HPV16E7 60 9,8 0,2 
136 29,2 36,1 0,4 
pp14  135 55,2 13,4 n.d. 
136 28 38,1 n.d. 
Ad-p14 124 9,5 33,5 n.d. 
125 8,2 36,7 n.d. 
127 20,7 45,9 0,6 
135 85,1 2,3 0,1 
136 32,2 49,4 n.d. 
124 BLCL/HPV16E7 9,5 33,5 n.d. 
125 8,2 36,7 n.d. 
127 20,7 45,9 n.d. 
 
In CMVpp65- und IMP-spezifischen Linien konnte eine CTL-spezifische IFN-γ-Sekretion 
nachgewiesen werden. Der Anteil IFN-γ-produzierender CD8+ T-Zellen betrug in der 
CMVpp65-Linie 16,5% und in der IMP-Linie 18,2%. Im Gegensatz dazu wurde 
unabhängig von der Darreichung des HPV16E7 keine Antigen-spezifische IFN-γ-Sekretion 
durch CD8+ T-Zellen in PBMC-Kulturen nach Inkubation mit Plasmid-transfizierten oder 
Ad-p14-transduzierten Stimulatoren nachgewiesen. 
Die CD8+ T-Zellen sezernierten IFN-γ weder nach Stimulation mit KA2, die das Antigen 
über nur einen HLA-Subtyp präsentierten, noch nach Stimulation mit BLCL, die das 
Antigen über das gesamte HLA-Spektrum präsentieren konnten.  
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Durch Stimulation von PBMC mit für die Beladung des Antigens transfizierten APC in 
vitro ließen sich CMVpp65- und IMP-spezifische CTL generieren, HPV-spezifische CTL 
wurden mit diesen Transfektions- und Transduktionsansätzen nicht gefunden. 
 
3.2.3 Zytotoxische Aktivität Antigen-spezifischer CD8+ T-Zellen  
Im Folgenden wurde die zytolytische Aktivität der CTL aus den in-vitro-Stimulationen in 
verschiedenen experimentellen Systemen verglichen (Abb. 30, Tab. 17, Tab. 18).  
Die untersuchten T-Zelllinien wurden zuvor durch Stimulation von PBMC mit autologen 
DC hergestellt, die entweder mit den Peptiden CMVpp65495-503, IMP58-66, HIVpol510–518 
oder dem HPV-Peptidpool beladen, mit den Plasmiden, pCMV, pIMP, p16E7 oder pp14 
transfiziert oder mit Ad-p14 transduziert waren.  
Im CRA wurde die CTL-spezifische zytotoxische Lyse nach einer Koinkubation der 
T-Zelllinien und spezifischer Zielzellen anhand der Chromfreisetzung zerstörter Zielzellen 
ermittelt, im VITAL-FR-Test in einer durchflusszytometrischen Analyse der Zielzellen. 
Die dabei eingesetzten Zielzellen, wie T2-Zellen oder autologe BLCL waren mit den 
Peptiden CMVpp65495-503, IMP58-66, HIVpol510–518 dem HPV-Peptidpool beladen oder mit 
Ad-p14 transduziert. Die HPV+ adhärente Zelllinie SiHa-A2 diente nur im CRA als 
spezifische Zielzelle. Die Analysen der in vitro generierten T-Zelllinien zeigten, dass sich 
durch die Stimulation mit Antigen-beladenen DC CMVpp65-, IMP- und HIVpol-
spezifische CTL aktivieren ließen. Im Vergleich der CTL-Linien im CRA und im VITAL-
FR-Test war die Detektion der CTL im VITAL-FR-Test zehnfach sensitiver als im CRA. 
Eine HPV-spezifische Lyse in diesen Tests ließ sich nach Analyse verschiedener 
T-Zelllinien, die durch Stimulation mit HPV-Peptidpool beladenen, mit den Plasmiden 
p16E7 oder pp14 transfizierten oder mit Ad-p14 transduziert DC generiert waren, jedoch 
nicht nachweisen. 
In der PTF, einem weiteren experimentellen System, in dem die Zielzellen nicht nur 
ausgewählte Peptide aus dem Antigen präsentierten sondern das gesamte Antigen 
prozessierten, konnte durch die Linien, die in Gegenwart von HPV-Antigen generiert 
wurden, ebenfalls keine HPV-spezifische Lyse beobachtet werden (Abb. 30, Tab. 17). In 
den durch Stimulation mit einem anderen Antigen hergestellten Linien konnten dagegen in 
diesem Test CMVpp65-spezifische CTL dokumentiert werden. 
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Abbildung 30: Vergleich der spezifischen zytotoxischen Aktivität von CTL beim Nachweis durch CRA, 
VITAL-FR-Test und PTF. Exemplarische Darstellung der Antigen-spezifischen Lyse, die in den drei 
Zytotoxizitättests ermittelt wurde. Zelllinien wurden durch Stimulation von PBMC mit autologen DC 
hergestellt, die entweder mit Peptiden CMVpp65495-503 beladen, mit den Plasmiden pCMV oder pp14 
transfiziert oder mit Ad-p14 transduziert waren. Die Erfassung der Anzahl der CMVpp65-spezifischen CTL 
erfolgte zuvor durchflusszytometrisch nach Färbung mit einem CD8-Antikörper in Kombination mit 
entsprechenden spezifischen HLA-A2-Tetrameren. Die CTL-spezifische zytotoxische Lyse wurde nach einer 
Koinkubation titrierter Zellen der T-Zelllinien im CRA mit 2x103 Zielzellen/Ansatz (obere Abbildungen) 
anhand der Chromfreisetzung zerstörter Zielzellen und im VITAL-FR-Test mit 1x103 Zielzellen/Ansatz 
(mittlere Abbildungen), sowie in der PTF mit 5x102 Zielzellen/Ansatz (untere Abbildungen) in einer 
durchflusszytometrischen Analyse der Zielzellen ermittelt. Die eingesetzten Zielzellen, wie T2-Zellen, 
KA2-Zellen oder autologe BLCL waren mit den Peptiden CMVpp65495-503, IMP58-66, HIVpol510–518, dem 
HPV-Peptidpool beladen, mit den Plasmiden pCMV, p16E7, pp14 transfiziert oder mit Ad-p14 transduziert. 
Zielzellen als Kontrollen waren mit unspezifischen Peptiden beladen oder Plasmiden transfiziert. A) 
CMVpp65-spezifische Lyse bei CMVpp65-Linien. B) HPV16E7-spezifische Lyse bei p14-Linien. 
Mittelwerte ± SD von n=3 
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Tabelle 17: Lytische Aktivität Antigen-spezifischer zytotoxischer T-Zellen im CRA und VITAL-FR-
Test.  
Linien stimuliert 
über autologe DC  
Spender 
(#) 
CRA VITAL-FR-Test 
spezifische 
Zielzellen 
max.Lyse (%) 
E/T: 30/1 
spezifische 
Zielzellen 
max.Lyse (%) 
E/T: 100/1 
beladen mit 
CMVpp65495-503 
36 T2/CMVpp65495-503 27,0 T2/CMVpp65495-503 - 
37 56,0 98,8 
55 50,0 81,2 
beladen mit 
IMP58-66 
34 T2/IMP58-66 59,0 T2/IMP58-66 100,0 
37 62,0 99,3 
56 20,0 98,6 
beladen mit 
HIVpol510–518 
57 T2/HIVpol510–518 
23,0 
T2/HIVpol510–518 
75,5 
beladen mit 
HPV-Peptidpool 
33 T2/HPV-
Peptidpool n.d. 
T2/HPV-Peptidpool n.d. 
34 n.d. n.d. 
33 SiHa-A2 n.d. - 
34 n.d. - 
transduziert mit 
Ad-p14 
33 T2/HPV-
Peptidpool n.d. 
T2/ HPV-
Peptidpool n.d. 
36 n.d. n.d. 
37 n.d. n.d. 
33 SiHa-A2  n.d. - 
36 n.d. - 
37 n.d. - 
53 BLCL/HPV-
Peptidpool  
n.d. BLCL/HPV-
Peptidpool 
n.d. 
54 n.d. n.d. 
58 n.d. n.d. 
53 BLCL/Ad-p14 n.d. BLCL/Ad-p14 n.d. 
54 n.d. n.d. 
58 n.d. n.d. 
 
Tabelle 18: Lytische Aktivität Antigen-spezifischer CTL in der PTF. n.d. – nicht nachweisbar 
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Linien stimuliert über 
autologe DC 
Spender 
(#) 
spezifische Zielzellen max.Lyse (%) 
E/T: 100/1 
transfiziert mit pCMVpp65 127 
KA2/CMVpp65 
77,0 
  98 95,0 
transfiziert mit p16E7 101 
KA2/HPV16E7 
n.d. 
  135 n.d. 
  135 n.d. 
  136 n.d. 
  137 n.d. 
transfiziert mit pp14 136 n.d. 
  137 n.d. 
transduziert mit Ad-p14 101 n.d. 
 
Durch alle drei Testverfahren wurden auf funktioneller Ebene die Antigen-spezifischen 
zytotoxischen Eigenschaften der CTL für CMVpp65 bestätigt und wie auch über die 
Surrogatparameter keine HPV-spezifischen CTL gefunden. 
 
3.2.4 Frequenz Tumor-infiltrierender Lymphozyten in humanen Tumorgeweben 
In den folgenden Experimenten wurden Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL) in 
Zervixkarzinomen charakterisiert und mit TIL in anderen humanen neoplastischen 
Geweben verglichen (Abb. 31, 32, 33).  
In Zervixkarzinomen konnte, im Vergleich zu anderen neoplastischen Erkrankungen wie in 
Melanomen und Kolonkarzinomen, die nicht durch Viren induziert waren, eine besonders 
hohe Anzahl an TIL dokumentiert werden. Vergleichbar hohe TIL-Frequenzen wurden 
interessanterweise auch in den Vorstufen der Zervixkarzinome, den CINII beobachtet.  
Unabhängig von der Tumorart, waren stets mehr als 70% der TIL im Stroma lokalisiert 
und ein großer Anteil davon exprimierte zudem den für die Entwicklung und Funktion von 
Treg essentiellen Transkriptionsfaktor FoxP3. Eine Subtypenanalyse der TIL unter 
besonderer Berücksichtigung von CD4+, CD8+ und Foxp3+ T-Zellen zeigte, dass in HPV-
assoziierten Läsionen fünf Mal mehr T-Zellen infiltrierten als in andere Gewebe. Die 
höchsten Frequenzen an CD4+ und CD8+ T-Zellen ließen sich in Zervixkarzinomen 
dokumentieren, mit 85 CD4+ und 80 CD8+ Zellen/hpf. In CIN-Läsionen kamen 
durchschnittlich 25% weniger und in Melanomen bis zu 75% weniger CD4+ und CD8+ 
T-Zellen vor. 
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Abbildung 31: Immunhistologische Charakterisierung infiltrierender Lymphozyten im 
Zervixkarzinom und in CIN als seinen Vorstufen. Immunhistochemische Färbung von CD3+ und FoxP3+ 
Zellen in CIN und im Zervikarzinom. Die linke Seite zeigt schematisch den Tumor-/Stroma-Aufbau der 
immunhistochemischen Schnitte. CD3+ Zellen heben sich in den Färbungen (rechte Seite) durch eine rote 
Färbung (LSAB/FastRed) hervor, CD3+/FoxP3+ Zellen sind durch eine braune Färbung (POD/DAB) 
gekennzeichnet und exemplarisch durch schwarze Pfeile markiert. (Originalvergrößerung x100) 
 
In den Geweben von Bronchialkarzinomen lagen die Frequenzen CD4+ und CD8+ T-Zellen 
mit 40 CD4+ und 42 CD8+ Zellen/hpf im Vergleich zu Geweben von Kolonkarzimomen 
und Melanomen etwas höher. Die höchste Frequenz an FoxP3+ T-Zellen wiesen wiederum 
HPV-assoziierte Erkrankungen auf, wobei im Stroma von CIN-Läsionen 21 FoxP3+ 
Zellen/hpf und in Zervixkarzinomen 23 FoxP3+ Zellen/hpf gezählt wurden. Im Stroma von 
Bronchialkarzinomen wurden dagegen nur 4 FoxP3+ Zellen/hpf gefunden. Die 
Verhältnisse von FoxP3+CD3+ zu CD4+ T-Zellen wurde als Quotient der beiden Gruppen 
dargestellt. Werte von 0,32 in Zervixkarzinomen und 0,26 in CIN-Läsionen im Vergleich 
zu nur 0,09 in Melanomen wiesen außerdem darauf hin, dass auch der Anteil der FoxP3+ 
Zellen in den TIL der HPV-assoziierten Erkrankungen viel höher ist als in TIL anderer 
Neoplasien. 
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Abbildung 32: Immunhistologische Charakterisierung Gewebe-infiltrierender Lymphozyten im 
Zervixkarzinom und anderen Tumorarten. Hämatoxylin/Eosin- und immunhistochemische Färbungen in 
malignen Melanomen, Kolonkarzinomen, Bronchialkarzinomen, CIN-Läsionen und Zervixkarzinomen. 
Gefärbt wurden infiltrierende CD8+, CD4+ (rot; LSAB/FastRed) und CD3+/FoxP3+ T-Zellen (braun; 
POD/DAB). (Originalvergrößerung x100) 
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Abbildung 33: Bestimmung der Frequenzen infiltrierender Lymphozyten im Zervixkarzinom und 
anderen Tumorarten. Die Frequenzen von CD8+, CD4+ und FoxP3+ T-Zellen in malignen Melanomen der 
Haut (n=16), Kolonkarzinomen (n=20), Bronchialkarzinomen (n=9), CIN-Läsionen (n=10) und 
Zervixkarzinomen (n=12) wurden durch Bestimmung der Zellzahl/hpf in Gewebeschnitten, wie sie in der 
Abbildung 32 exemplarisch dargestellt sind, ermittelt. Dargestellt sind Median, Percentile, sowie min. und 
max. Value der Zellzahlen/hpf. 
 
3.2.5 Herstellung eines rekombinanten Proteins zur Aktivierung des humanen 
GITR-Signalweges  
Die Struktur des mtGITRL-Proteins wurde im folgenden Experiment für eine Anwendung 
im Menschen adaptiert. Grundlage des Proteinexpressionsvektors war der Vektor des 
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mtGITRL-Proteins. Die Sequenz des extrazellulären Bereiches des hGITRL ersetzte die 
Sequenz des mGITRL. Alle weiteren Strukturen einschließlich der Trimerisierungsdomäne 
blieben in diesem Vektor erhalten. Die Expression und Isolierung des humanen 
trimerisierenden GITRL-Proteins (htGITRL) erfolgte auf die gleiche Weise wie die des 
mtGITRL-Proteins (Abb. 34). 
Das htGITRL-Protein mit 453 Aminosäureresten und der Glykosylierung im IgG-Fc ließ 
sich in der Western-Blot-Analyse mit einer Größe von ungefähr 60 kDa nachweisen. Auch 
in diesem Fall zerfiel das Protein einen Tag nach der Aufreinigung in zwei Bruchstücke, 
den hIgG-Bereich mit einer Größe von ungefähr 40 kDa und den hGITRL-Bereich mit 
einer Größe von ungefähr 20 kDa (Abb. 34). 
TNC hGITRL (AS 50-177)FLAGIgG-FcHisP1
72
55
43
34
26
kDa GITRLIgGFlagHis
Aufreinigung 
über hIgG
Aufreinigung 
über His-Tag
Konzentrat nach
Aufreinigung
htGITRL
 
Abbildung 34: Kontrolle der Expression und Aufreinigung von htGITRL. Die Proteine wurden in HEK-
S-Zellen exprimiert und über eine Protein-A-Sepharose- und Ni-NTA-Säule aufgereinigt. Darstellung der 
Expressionskassette (obere Abbildung). Darstellung des htGITRL-Proteins in der Western-Blot-Analyse nach 
Expression (His-Antikörper, linke Abbildung) und 24 h nach Aufreinigung (Flag-Antikörper, hIgG-
Antikörper, GITRL-Antikörper, rechte Abbildung). 
 
Unmittelbar nach der Aufreinigung wurden die htGITRL-Proteine daher ebenfalls, wie die 
mtGITRL-Proteine, mit dem vernetzenden BS³ stabilisiert (Abb. 35). Die Stabilisierung 
der htGITRL-Proteine war vergleichbar mit der Vernetzung der mtGITRL-Proteine und 
zeigte bei einer Linkerkonzentration von 250 nM und einer Menge von 4 µg gereinigtem 
Protein das effektivste Resultat. 
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Abbildung 35: Stabilisierung der htGITRL-Proteine und Proteinkomplexe durch Vernetzung. 
Proteinproben wurden mit verschiedenen Konzentrationen des Linkermoleküls BS³ vernetzt und im Western 
Blot dargestellt. Die Detektion des Kontrollproteins und des htGITRL-Proteins erfolgte durch die 
Antikörperfärbung mit einem His-Antikörper. A) Untersuchung verschiedener Vernetzungsgrade der 
Proteine B) Darstellung der Proteine im Western Blot nach der Auftrennung im nativen Gradientengel.  
 
Die BS³-stabilisierten Proteine bildeten unter nativen Bedingungen Komplexe mit Größen 
ab 360 kDa, also Komplexe aus sechs und mehr Proteinen. Die nicht stabilisierten Proteine 
komplexierten zum größten Teil in Dimeren, mit einer Größe von 120 kDa. Für die 
Untersuchung der Funktionalität der Proteinkomplexe folgte ähnlich wie für die 
Untersuchung der mtGITRL-Proteine die Herstellung einer GITR+ Zelllinie, die den 
humanen Rezeptor exprimiert. Dazu wurden zwei Plasmide mit verschiedenen Promotoren 
verwendet und miteinander verglichen (Abb. 36).  
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Abbildung 36: Herstellung einer hGITR+ Zelllinie. Vergleich der Expressionsstärke des transgenen 
hGITR unter der Kontrolle zweier verschiedener Promotoren nach Transfektion und G418-Selektion in HEK-
293T-Zellen. Exemplarische Darstellung einer durchflusszytometrischen Analyse nach Antikörperfärbung 
für den hGITR. Die prozentualen Anteile von hGITR+ Zellen sind für die Beispiele angegeben. 
 
Die Expression des hGITR in stabilen Zelllinien war unabhängig davon mit welchem 
Plasmid sie generiert wurden so stark herungerreguliert, dass der Rezeptor 
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durchflusszytometrisch nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Interessanterweise wurde 
der Rezeptor noch 24 h nach einer Transfektion auf der Oberfläche dieser Zellen gefunden. 
Dieses System war für den Nachweis der Bindung der htGITRL-Proteine als Bedingung 
für die biologische Aktivität des trimerisierten Liganden noch nicht ausreichend. 
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3.3 Etablierung eines murinen Modells mit humanen Zervixkarzinomen 
3.3.1 Entwicklung des Transplantationsprotokolls 
Um vitales Tumorgewebe und eine gleichmäßige Proliferation primärer Tumore im 
Tiermodell zu erzielen kamen verschiedene Protokolle für die Übertragung von 
Tumorzellen in den Mausstamm SCID Beige zur Anwendung.  
Initial wurden Tumorwürfel primärer humaner Zervixkarzinome mit Volumina von 
27-125 mm³ transplantiert. Bei dieser Methode wurden die Versuchstiere betäubt, der 
Eingriffsbereich freilegt, die Haut eröffnet und nach Implantation des Tumorgewebes 
vernäht. Bei dieser Vorgehensweise waren nur etwa 20% der Transplantate vital und 
enthielten proliferierende Zellen. Die angewachsenen Tumore aus Transplantaten 
variierten trotz gleichen Ursprungs stark im Wachstum, ihrer Morphologie und der 
Vaskularisierung. In diesem Xenotransplantationsmodell vermehrtes Gewebe konnte nicht 
retransplantatiert werden (0/8). 
Wegen der uneinheitlichen Tumorentwicklung, die sich aus der Transplantation von 
Gewebestücken des Tumors ergab und eine serielle Analyse therapeutischer Agenzien 
nicht erlaubte, folgte die Anwendung einer anderen Transplantationstechnik auf der Basis 
vollständig suspendierter primärer humaner Zervixkarzinomzellen. Dazu wurden die 
vereinzelten Tumorzellen in verschiedenen Flüssigkeiten suspendiert und minimal invasiv 
transplantiert. Die Transplantation wurde ohne Betäubung durchgeführt und von den 
Versuchstieren im Vergleich zur oben genannten Methode gut vertragen. Nach 
Transplantationsversuchen fünf verschiedener Zervixkarzinome war das Wachstum von 
Tumorgewebe auch nach einem Beobachtungszeitraum von einem Jahr äußerlich nicht 
erkennbar. Im Applikationsbereich sowie in den inneren Organen konnte ebenfalls keine 
Tumorentwicklung nachgewiesen werden.  
In einem weiteren Versuch die Transplantationstechnik anzupassen wurden 
Tumorzellaggregate bestehend aus 105 bis 106 Zellen verwendet. Für die Transplantation 
der Tumorzellaggregate war keine Betäubung erforderlich, sie erfolgte minimal invasiv. 
Diesen Eingriff vertrugen dieVersuchstiere gut und die Infektionsraten waren im Vergleich 
zur ersten Methode reduziert. Mit dieser Technik bildeten sich in ca. 70% der 
transplantierten Tiere Zervixkarzinome (Tab. 19). Die für die Xenotransplantation 
genutzten Probenmaterialien wurden anhand histologischer Schnitte als Adenokarzinome, 
Karzinome des Plattenepithels bzw. neuroendokrine Karzinome klassifiziert. 
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Tabelle 19: Merkmale transplantierter primärer humaner Zervixkarzinome. #(-) kein Tumorwachstum, 
(+) Tumorwachstum; $(-) keine Retransplantation möglich, (+) Retransplantation bis zu vier Passagen 
Art des primären Karzinoms lfd. Nr. 
Transplantat 
HPV-Typ Proliferation# Passage$ 
Adenokarzinom 1 16 + + 
 2 16 + - 
 3 16 + - 
 4 18 + - 
Plattenepithelkarzinom 5 16 + + 
 6 16 - - 
 7 16 - - 
 8 18 + + 
 9 33 - - 
neuroendokrines Karzinom 10 16 + + 
 
Das Wachstum der Tumore im Xenotransplantationsmodell wurde makroskopisch 
analysiert und ist in der Tabelle 19 durch die Proliferation und Passage dargestellt. Die 
Ermittlung der HPV-Typen erfolgte anhand einer Multiplex-HPV-Typisierung. Es wurden 
ausschließlich Zellen aus Tumoren transplantiert, die positiv für die Virustypen HPV16, 
HPV18 und HPV33 waren. Jedes der ausgewählten Tumorgewebe wurde auf mindestens 
drei Versuchstiere transplantiert. 
Innerhalb von 6 bis 8 Wochen nach Transplantation primären Tumormaterials war eine 
Progression des Gewebes am Übertragungsort sicht- oder tastbar. Innerhalb von 40 Tagen 
bis 5 Monaten entwickelten die Xenotransplantate Volumina von bis zu 1 cm³. Die 
Xenotransplantate wuchsen reproduzierbar und gleichmäßig, wobei das 
Wachstumsverhalten der drei verschiedenen Tumorarten unterschiedlich war. Während nur 
40% der Plattenepithelkarzinome (2/5) anwuchsen, ließen sich nach Transplantation von 
Zellen der Adenokarzinome (4/4) sowie beim neuroendokrinen Karzinom (1/1) solide 
Tumoren nachweisen (Tab. 19). Das Wachstum des Tumorgewebes war unabhängig vom 
HPV-Typ. 
Eine wichtige Voraussetzung für ein replikatives Xenotransplantationsmodell war der 
Erhalt der Merkmale des Zervixkarzinomgewebes nach Retransplantation. Vier dieser 
insgesamt 10 Primärtumore aus Xenotransplantaten induzierten nach Retransplantation 
neue Tumore. Passagierte Xenotransplantate erreichten Volumina von bis zu 1 cm³ 
innerhalb von 40-60 Tagen. Die für die Entwicklung tastbarer Tumore notwendige 
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Zeitspanne unterschied sich bei frühen und späten Passagen nicht und war in jedem Fall 
kürzer als in der initialen Xenotransplantation. Interessanterweise konnten hier unabhängig 
vom Typ des ursprünglichen Karzinioms bevorzugt solche Tumoren mehrfach passagiert 
werden, die positiv für HPV16 waren (3/4). Damit stand ein reproduzierbares 
Transplantationsprotokoll für die Erzeugung von Xenotransplantaten humaner 
Zervixkarzinome in der Maus zur Verfügung.  
 
3.3.2 Eigenschaften der transplantierten humanen Tumore 
Im nächsten Schritt folgte eine (immun)histologische Analyse der aus primären humanen 
Zellen hervorgegangenen Tumore vor dem Hintergrund der Wirtsgewebe (Abb. 37). 
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Abbildung 37: (Immun)Histologische Charakterisierung primärer Xenotransplantate. 
Xenotransplantate von Adenokarzinomen wurden 5 Tage nach Transplantation frischer humaner 
Tumorzellen entnommen und immunhistologisch bewertet. A) Übersicht nach Hämatoxylin/Eosin-Färbung. 
Weiße Pfeile verweisen auf die Kapselgrenze und schwarze Pfeile auf Gefäße. (Originalvergrößerung x50). 
B) Gewebsschnitte wurden mit spezifischen Antikörpern für die humanen Oberflächenantigene 
HLA-Klasse I, HLA-Klasse II und EGFR inkubiert und die Bindung der Antikörper über LSAB/FastRed 
(rot) oder POD/DAB (braun) sichtbar gemacht. Schwarze Pfeile verweisen exemplarisch auf Bereiche mit 
starker Zellteilung. Repräsentativ für drei Tumore. (Originalvergrößerung x200). 
 
Die histologischen Übersichtsfärbungen zeigten bereits in den primären 
Xenotransplantaten eine starke Vaskularisierung und eine Gewebeeinkapselung 
(Abb. 37A). 
Eine immunhistologische Beschreibung bestätigte über die Expression von HLA-Klasse I- 
und HLA-Klasse II-Molekülen sowie des humanen EGFR in den Bereichen des Tumors, 
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dass die entstandenen Karzinome tatsächlich aus den transplantierten primären humanen 
Tumorzellen hervorgegangen waren und sich vom umliegenden Mausgewebe gut 
abgrenzen (Abb. 37B). In allen Tumoren war eine starke mitotische Aktivität zu erkennen, 
die sich anhand vielfach sichtbarer Zellteilungsprozesse nachweisen ließ (Abb. 37B).  
Ob die typischen Eigenschaften proliferierender Zervixkarzinome über weitere Passagen in 
naive Mäuse erhalten blieben, erwiesen die folgenden immunhistochemischen 
Untersuchungen (Abb. 38). 
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Abbildung 38: Tumormerkmale von Adenokarzinomen über mehrere Passagen im murinen 
Xenotransplantationsmodell. Hematoxylin/Eosin-Färbung und immunhistochemische Färbungen für 
verschiedene Tumormarker (EGFR, Zervixkarzinommarker p16, virales Onkogen HPV18E7, 
Proliferationsmarker Ki-67) in Gewebeschnitten von Xenotransplantaten bis zur vierten Passage. Die 
Bindung der primären Antikörper wurde entweder über LSAB/FastRed (rot) oder über POD/DAB (braun) 
sichtbar gemacht. (Originalvergrößerung x100). 
 
Anhand immunhistochemischer Färbungen zeigte sich, dass spezifische Tumormarker wie 
der EGFR und die für Zervixkarzinome spezifische Überexpression des p16 in frühen und 
späten Passagen erhalten blieben (Abb. 38). Der anhand einer PCR bestimmte HPV-Typ 
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des Tumors sowie die Expression des viralen Onkogens HPV18E7 blieben in den 
Retransplantaten unverändert. Die über Ki-67 nachgewiesene Proliferation des 
Tumorgewebes wurde durchgängig in mehreren aufeinander folgenden Passagen 
beobachtet (Abb. 38). 
Humanes Tumorgewebe ließ sich also mit Hilfe dieser Transplantationstechnik auf der 
SCID-Beige-Maus ohne den Verlust Tumor-spezifischer Merkmale vermehren, was unter 
anderem die Analyse Tumor-therapeutischer Agenzien in umfangreichen experimentellen 
Ansätzen ermöglicht. 
 
3.3.3 Wirkung des Immuntoxins SA2E auf humane Zervixkarzinome im 
Xenotransplantationsmodell 
Somit stand das Xenotransplantationsmodell für die Untersuchung der Wirkung von 
beispielsweise Immuntoxinen zur Behandlung von Zervixkarzinomen zur Verfügung. Da 
es sich bei den Tumoren um EGFR+ Zervixkarzinome handelte, die den Rezeptor 
nachweisbar über mehrere Passagen exprimierten, eignete sich das 
Xenotransplantationsmodell besonders gut für die Untersuchung des Immuntoxin SA2E, 
dessen Zielstruktur der EGFR ist. 
Das zu diesem Zweck expandierte Tumorgewebe wurde auf 20 Versuchstiere verteilt. 
Nachdem die transplantierten Tumore Volumina von 125 mm³ erreicht hatten begann die 
Behandlung. Drei von vier Gruppen erhielten verschiedene Konzentrationen des SA2E, die 
vierte Gruppe erhielt als Kontrolle nur PBS. Die Applikation erfolgte sechsmal alle drei 
Tage und begann an Tag 13 nach Tumortransplantation. Das Tumorwachstum wurde über 
30 Tage beobachtet. In der Kontrollgruppe zeigte sich eine schnelle Zunahme der 
Tumorvolumen innerhalb von 30 Tagen (Abb. 39). 
In den SA2E behandelten Versuchsgruppen konnte ab Tag 23 eine verminderte 
Volumenzunahme der Tumore verzeichnet werden. Dreißig Tage nach 
Tumortransplantation ließen sich in den mit einer Dosis von 1,5 µg und 5 µg behandelten 
Versuchsgruppen Tumorvolumina von 0,39 cm³ bis 0,40 cm³ beobachten. In der 
Kontrollgruppe wuchsen die Tumore dagegen auf Volumina von durchschnittlich 0,54 cm³ 
an. Tumore der Versuchsgruppe, behandelt mit 15 µg SA2E, wiesen im Vergleich zu den 
anderen Gruppen die geringsten Volumina mit durchschnittlich 0,26 cm³ auf. 
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Abbildung 39: Tumorwachstum im Xenotransplantationsmodell unter Einfluss eines Immuntoxins. 
Wirksamkeit verschiedener Konzentrationen des therapeutischen Immuntoxins SA2E. Die Applikation des 
Proteins begann an Tag 13 nach Transplantation und erfolgte 6 Mal alle drei Tage. A) Dokumentation der 
Tumorvolumina über einen Zeitraum von 30 Tagen. Mittelwerte ± SD von n=5 B) Darstellung des 
Tumorvolumens an Tag 27. Dargestellt sind Median, Percentile, sowie min. und max. Value der 
Tumorvolumen. 
 
Die Unterschiede im Wachstum der Tumore zeigten sich jedoch nur unmittelbar unter der 
Behandlung mit SA2E bis zum Tag 33. Danach nahmen die Volumina der Tumore aller 
Versuchsgruppen kontinuierlich zu. 
Die Versuchsergebnisse verdeutlichten, dass sich die Tumorvolumina während des 
Zeitraums der Applikation mit steigender SA2E-Konzentration tendenziell langsamer 
vergrößern als ohne EGFR-spezifische Behandlung. Die Untersuchung der Wirkung des 
Immuntoxins SA2E war ein ausgewähltes Beispiel für die Anwendung des in dieser Arbeit 
etablierten Xenotransplantationsmodells.  
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4 Diskussion 
4.1 Präambel 
Bei der Kontrolle und Regression von Tumoren übernehmen T-Zellen, insbesondere CTL 
entscheidende Aufgaben. Zielstrukturen der T-zellvermittelten Anti-Tumorantwort sind 
hier Tumorantigene. HPV-assoziierte Tumorerkrankungen, wie das Zervixkarzinom, 
grenzen sich durch ihre spezifischen Tumorantigene, die nicht wie in den meisten Tumoren 
zelleigene sondern virale Proteine sind und somit Neoantigene darstellen, besonders ab [1]. 
Aufgrund dieser gesonderten Erkennungsmerkmale wurde gegen HPV-Tumore bereits eine 
Vielzahl therapeutischer Impfstrategien entwickelt und in vorklinischen Untersuchungen 
und klinischen Studien getestet [81]. Obwohl die Aktivierung zellulärer Immunantworten 
beschrieben werden konnte, ließ sich meist keine und wenn, dann nur eine transiente 
Tumorregression beobachten [198]. Vergleichbare Ergebnisse wurden in den vorklinischen 
Untersuchungen, der in unserer Arbeitsgruppe hergestellten HPV-Vakzine Ad-p14 
dokumentiert. Um herauszufinden, inwieweit eine Vakzine-aktivierte Immunantwort 
gleichzeitig eine effektive Tumorimmunantwort gegen HPV-assoziierte Tumore darstellen 
kann, wurden in den Studien dieser Arbeit verschiedene immunologische Aspekte, wie 
beispielsweise die Aktivierbarkeit HPV-spezifischer CTL oder die Rolle anderer 
Immunzellen bei der Tumorentwicklung näher betrachtet.  
 
4.2 Die Aktivierung HPV-spezifischer CTL durch Vakzinierung mit Ad-p14  
Ziel der HPV-Tumorvakzinierung ist die Aktivierung T-zellvermittelter Immunantworten, 
insbesondere die Aktivierung HPV-spezifischer CTL, die Tumorzellen erkennen und 
zerstören. Immunologisch betrachtet verläuft eine Vakzinierung ähnlich wie eine akute 
Virusinfektion. Vakzine- oder Virusantigene werden zunächst von APC aufgenommen und 
in einem kostimulatorischen Kontext präsentiert. Spezifische CD8+ T-Zellen werden durch 
die Bindung des Antigenkomplexes auf den APC aktiviert, expandieren und können dann 
Vakzine- bzw. Virus-infizierte Zellen erkennen und eliminieren [199,200,201]. Nach der 
Zerstörung infizierter Zellen durchläuft die Mehrzahl der T-Zellen die Apoptose, 
eingeleitet durch verschiedene regulatorische Mechanismen. Nur wenige Memory T-Zellen 
mit den spezifischen TCR verbleiben, die sich bei einem erneuten Antigenkontakt 
schneller und stärker aktivieren lassen [202]. 
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Die in dieser Arbeit durchgeführten Studien zur Wirkung von Ad-p14 im Mausmodell 
beschrieben die maßgeblich an der zellulären Antwort beteiligten CTL anhand einer HPV-
spezifischen Sekretion von IFN-γ und der Lyse HPV+ Zielzellen. Zellen mit diesen 
Eigenschaften ließen sich in Lymphozytenpopulationen Ad-p14-vakzinierter Mäuse 
nachweisen. Gleichzeitig verhinderte die Vakzinierung das Anwachsen HPV+ 
Tumorzellen. Mäuse, die mit einem Kontrollvirus geimpft waren und keine HPV-
spezifischen CTL zeigten, entwickelten Tumore nach der Applikation HPV+ Tumorzellen.  
Studien zur Wirkung anderer HPV-Vakzine, die auf Lebendvektoren, Peptiden, Proteinen, 
Nukleinsäuren oder Zellen basieren und sich ebenfalls gegen die HPV-Antigene E6 und E7 
richten bestätigten die Aktivierung einer HPV-spezifischen Immunantwort und einen 
dadurch bestehenden Schutz vor Entwicklung HPV+ Tumore in Mäusen [81]. Auch in 
Studien im Menschen konnten nach Vakzinierung mit verschiedenen Impfstoffen HPV-
spezifische T-Zellantworten nachgewiesen werden [81]. 
Die in dieser Arbeit aufgezeigten vorklinischen Untersuchungen zu Ad-p14 im Menschen 
erfolgten in in-vitro-Experimenten mit Zellen gesunder Donoren, DC die sich zu 
funktionellen APC reifen und effektiv mit der Vakzine Ad-p14 transduzieren ließen. 
Genexpressionsanalysen dieser DC zeigten, dass das p14-Transgen exprimiert wurde. 
FACS-Analysen bestätigten auch die Anwesenheit der wichtigsten kostimulatorischen 
Moleküle CD83 und CD86. Mit Hilfe dieser Eigenschaften verfügten die DC über alle 
Voraussetzungen T-Zellen HPV-spezifisch zu aktivieren. Nach den Ergebnissen der 
Versuche im Mausmodell sollten mit diesen DC als APC in vitro HPV-spezifische CTL 
generierbar sein.  
Die CTL sollten anhand der spezifischen IFN-γ-Sekretion der CD8+ T-Zellen als 
Surrogatparameter und der direkten HPV-spezifischen Zytotoxizität, für deren Nachweis in 
unserer Arbeitsgruppe mit dem VITAL-FR-Test [195] und der PTF [196] zwei sensitive 
durchflusszytometrische Tests entwickelt wurden, beschrieben werden. Trotz wiederholter 
Stimulation von PBMC mit Ad-p14-transduzierten autologen DC ließen sich aus den 
resultierenden Linien keine HPV-spezifischen CTL-Antworten detektieren. Es ist denkbar, 
dass in den PBMC gesunder, nicht geimpfter Spender T-Zellen fehlten, die HPV-spezifisch 
reaktiviert werden können.  
In vivo treten APC, die nach einer Vakzinierung Antigene aus dem Impfstoff auf 
unterschiedliche Weise präsentieren, durch ständige Zirkulation von Blut und Lymphe mit 
vielen naiven T-Zellen in Kontakt. So können sie auch, wie zum Beispiel in den 
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Vakzinestudien im Mausmodell, T-Zellen mit geringen Vorläuferfrequenzen aktivieren. In 
den durch die Kulturbedingungen bestimmten in-vitro-Ansätzen mit menschlichen Zellen 
begrenzte sich die Anzahl der Zellen in den PBMC-Präparationen. Die aus den 
Ergebnissen hervorgehenden Beobachtungen sprechen zudem gegen die Annahme, dass 
sich naive T-Zellen durch erstmaligen Antigenkontakt in vitro spezifisch aktivieren lassen 
[192,203]. Sie unterstützen die Hypothese, dass dieses so genannte Priming nur in vivo 
erfolgen kann, wobei das Antigen die sekundären lymphatischen Organe erreicht haben 
muss [204]. 
Die Wahrscheinlichkeit einer Reaktivierung HPV-spezifischer Memory CTL ist aufgrund 
der geringen Zellzahlen in den Versuchsansätzen und der Durchseuchungsrate von 10% für 
HPV generell und für die in der Vakzine Ad-p14 repräsentierten Gene aus den HPV-Typen 
16 und 18, die 0,4 bis 44% der HPV+ Personen betreffen, eher gering [205]. So konnten 
auch in anderen Studien HPV-spezifische Memory CTL selten in willkürlich ausgewählten 
Donoren nachgewiesen werden [206,207]. Demgegenüber konnten in HPV-infizierten 
Patienten HPV-spezifische CTL detektiert werden [95,208]. Bei Virusinfektionen mit 
hoher Durchseuchungsrate in der Normalbevökerung, wie CMV (50 bis 90%, [209]) und 
das Influenza A-Virus konnten in in-vitro-Versuchen nach Stimulation von HLA-A2+ 
PBMC mit reifen autologen DC, die mit immundominanten HLA-A2-restringierten 
Peptiden beladen waren, Virus-spezifische CTL signifikant nachgewiesen werden.  
Ebenso kann der fehlende Nachweis HPV-spezifischer CTL in den in-vitro-Versuchen 
nach Stimulation humaner Zellen mit Ad-p14-transduzierten autologen DC seine Ursachen 
in einem sich aus der natürlicherweise so nicht vorkommenden Zusammensetzung des 
Vakzinierungsgens p14 resultierenden und ein zum HPV-Wildtyp verändertes 
Peptidmuster haben. Die Konstruktion der p14-Sequenz kann so unbeabsichtigt den Effekt 
eines Immune Escapes im Menschen herbeigeführt haben, wie er beispielsweise durch 
Mutationen in HIV-Varianten auftritt [210].  
Daher erscheint es sinnvoll weitere Untersuchungen von Ad-p14 zunächst im Hinblick auf 
die Präsentation der HLA/Peptid-Epitope im Menschen durchzuführen. Daraus kann ein 
Impfstoff zur Aktivierung humaner HPV-spezifischer CTL optimiert werden. Sein 
stimulatorisches Potential für HPV-spezifische funktionelle CTL und die Wirkung auf 
HPV-Tumoren im Menschen kann dann in Impfstudien analog zum Mausmodell oder an 
Blutspenden von Personen, die bereits eine HPV-Infektion ausgeheilt haben getestet 
werden.  
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4.3 Die Rolle der T-Zellen in HPV+ Tumoren  
Sind neben den CTL auch andere Zellen der erworbenen Immunität an der 
Tumorentwicklung beteiligt? Verschiedene Untersuchungen beschreiben die Entstehung 
und Progression von Tumoren im Zusammenhang mit inflammatorischen Reaktionen 
[29,211,212]. Nachweislich wurden bei Tumorerkrankungen, insbesondere in den 
Tumorgeweben sowohl Tumor-spezifische Antikörper als auch verschiedene Immunzellen, 
meistenteils TIL detektiert [211]. Besonders hohe TIL-Frequenzen wurden bisher immer 
wieder in Virus-induzierten Tumoren dokumentiert [213]. TIL-Frequenzen, die in dieser 
Arbeit immunhistologisch an Gewebeschnitten bestimmt wurden, waren in HPV-Virus-
induzierten Zervixkarzinomen zwei bis drei Mal höher als in anderen Tumorerkrankungen, 
wie Kolonkarzinomen, Melanomen oder Bronchialkarzinomen. Das bestätigte eindrücklich 
die Befunde anderer Arbeitsgruppen [208,214].  
Doch welche Rolle spielen diese Zellen im Tumor? Die immunologischen Umstände und 
Eigenschaften der T-Zellen in Tumoren, insbesondere in Virus-induzierten Tumoren sind 
vergleichbar mit denen in chronischen Virusinfektionen [215] und unterscheiden sich 
grundlegend von denen in akuten Virusinfektionen oder eben auch nach prophylaktischen 
Vakzinierungen. Bei einer akuten Virusinfektion ist das Immunsystem erstmalig und über 
einen begrenzten Zeitraum mit dem Antigen konfrontiert. Ein erneuter Kontakt mit dem 
gleichen Antigen, führt zu einer schnelleren und stärkeren T-Zellantwort. Bei einer 
chronischen Virusinfektion bzw. bei Virus-induzierten Tumorerkrankungen sind die 
viralen Antigene permanent präsent. In chronischen Virusinfektionen durchlaufen Virus-
spezifische T-Zellen, insbesondere die CD8+ T-Zellen daher verschiedene Stufen einer 
Erschöpfung bis hin zum Zelltod [216,217,218]. Im Verlauf dieser Erschöpfung verlieren 
CD8+ T-Zellen ihre immunologischen Fähigkeiten, zum Beispiel die Produktion 
inflammatorischer Zytokine oder die Antigen-spezifische Proliferation und Zytolyse [216]. 
Auch Virus-spezifische CD4+ T-Zellen schränken die Produktion inflammatorischer 
Zytokine ein und beginnen immunsuppressive Zytokine wie IL-10 zu sezernieren [219]. 
Zusätzlich hemmt ein komplexes Netzwerk regulatorischer Mechanismen die für die 
Eliminierung des Pathogens erforderliche Immunantwort. Eine besondere Gruppe von 
T-Zellen, die Treg sorgen in einem akuten Geschehen für Beendigung einer pro-
inflammatorischen Immunantwort. Im Verlauf chronischer Viruserkrankungen schränken 
diese Regulatoren die immunreaktiven Eigenschaften anderer T-Zellen ein und forcieren 
ihre Erschöpfung, die Etablierung der viralen Persistenz und letztendlich die 
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Tumorentwicklung [220]. In dieser Arbeit konnten auch in CIN-Läsionen, einer 
chronischen HPV-Viruserkrankung und der Vorstufe von Zervixkarzinomen höhere 
Infiltrationsfrequenzen von CD4+, CD8+ und FoxP3+ nachgewiesen werden als in Virus-
negativen Tumoren. Die höchsten Infiltrationsraten zeigten sich in Zervixkarzinomen. 
Besonder auffällig war die hohe Anzahl an FoxP3+ T-Zellen in den 
Zervixkarzinomgeweben. Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe zeigte, dass eine 
höhere Treg-Anzahl in Zervixkarzinompatienten mit einer schlechteren Prognose korreliert 
[133].  
Wie lassen sich die Unterschiede in den TIL-Frequenzen in humanen HPV+ und nicht-
viralen Tumoren erklären? Denkbar ist, dass die abweichenden TIL-Frequenzen durch die 
unterschiedliche Tumorentwicklung und Art der Antigene verursacht sind. Da es sich bei 
den meisten Tumorantigenen um zelleigne Proteine handelt, werden T-Zellantworten 
während der T-Zellreifung zensiert und eingeschränkt. Hoch-affine T-Zellen, die 
spezifisch für solche Autoantigene sind, werden bereits währen der Selektion im Thymus 
deletiert oder besitzen regulatorische Eigenschaften. Dagegen sind Tumorantigene HPV-
assoziierter Neoplasien viralen Ursprungs, also Neoantigene. Eine Einschränkung der 
T-Zellantwort besteht somit vor der primären Virusinfektion noch nicht. Hinzu kommt, 
dass sich HPV-assoziierte Tumore aus einer chronischen Infektion, also in einer stark 
inflammatorischen Umgebung entwickeln. Das begünstigt zusätzlich die Infiltration von 
Lymphozyten. 
Die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen der HPV+ Tumore im Mausmodell 
zeigten dort wenige CD8+ T-Zellen, aber Analogien zu den Frequenzen, der in humanen 
Zervixkarzinomen nachgewiesenen CD4+ und FoxP3+ T-Zellen. Die Tumor-
immunologischen Umstände - bezogen auf die TIL - sind somit nicht direkt mit humanen 
Zervixkarzinomen vergleichbar. Dies ergibt sich aus wesentlichen Unterschieden in der 
Tumorgenese. Während sich die Tumore der Maus aus einmalig applizierten HPV+ 
Tumorzellen entwickeln, resultieren humane Zervixkarzinome aus dem langfristigen 
Prozess einer chronischen Infektion [6].  
Therapieansätze für Zervixkarzinome lassen sich bisher nur in klinischen Studien, also 
direkt am Menschen untersuchen. Die Varianz auf HLA-Ebene und auf der Seite des Virus 
erfordern für belastbare Aussagen sehr große Kohorten. Diese könnten durch vorklinische 
Studien erleichtert werden, in denen humane Immunzellen in ihrer Wechselwirkung mit 
dem Wachstum humaner Zervixkarzinome betrachtet werden können. Dazu wurde in 
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dieser Arbeit ein humanisiertes Mausmodell etabliert. Mit Hilfe einer neu entwickelten 
Transplantationstechnik, die in der Durchführung einfach und im Vergleich zu bekannten 
Transplantationsmethoden für solide Gewebe schonend für das Versuchstier ist, ließ sich 
humanes Zervixkarzinomgewebe in beschränkt immunkompetenten SCID-Beige-Mäusen 
mit reduziertem Repertoire endogenen T- und B-Zellen anreichern und vermehren. Bei der 
Vermehrung der Gewebe blieben die Tumor-spezifischen Merkmale über mehrere 
Passagen erhalten. Das erlaubt grundsätzlich die Analyse Tumor-therapeutischer Agenzien. 
Aufgrund der über mehrere Passagen nachgewiesenen Expression des EGFR in einem 
HPV+ Tumor ließ sich das EGFR-spezifische Immuntoxin SA2E in diesem 
Xenotransplantationsmodell gut testen. Mit steigender Konzentration konnte das SA2E 
mindestens unmittelbar während der Behandlung das Tumorwachstum einschränken.  
Die Wirkung humaner Tumor-spezifischer T-Zellen wurde in diesem Tiermodell nicht 
beschrieben. Weil in vergleichbaren Transplantationsmodellen für Leukämie oder 
Brustkrebs spezifische T-Zellen nachgewiesen werden konnten [221,222] ist davon 
auszugehen, dass sich dies auch für HPV-assoziierte humane Tumoren bestätigen lässt. 
 
4.4 T-Zelleigenschaften und Entwicklung HPV+ Tumore in Ad-p14-vakzinierten 
Mäusen 
Wie in den Versuchen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, führt eine Vakzinierung mit 
Ad-p14 in naiven Mäusen zur Aktivierung HPV-spezifischer CTL. Tumorzellen, die den 
Mäusen nach Vakzinierung appliziert wurden, sind vollständig abgestoßen worden. Was 
passiert jedoch, wenn Mäuse vakziniert werden in denen sich bereits ein Tumor entwickelt 
hat? Kann eine Vakzine-aktivierte Immunantwort gleichzeitig eine effektive 
Tumorimmunantwort sein und spielen TIL, insbesondere regulatorische T-Zellen dabei 
eine Rolle? Um diese Fragen zu beantworten wurde im Mausmodell mit etablierten HPV+ 
C3- oder TC1-Tumoren die Tumorentwicklung und HPV-spezifische T-Zellantworten 
nach Vakzinierung in einem quasi therapeutischen Ansatz analysiert. 
Bemerkenswert waren die unterschiedlichen Verläufe des Wachstums von TC1- und C3-
Tumoren. C3-Tumore regredierten und wurden innerhalb von fünf Tagen vollständig 
abgestoßen. Tumore, die sich aus TC1-Zellen entwickelten wurden nicht abgestoßen. Die 
abweichende Tumorentwicklung könnte sich aus den unterschiedlichen Eigenschaften der 
Zelllinien ergeben, denn C3-Zellen exprimieren das gesamte HPV16-Genom sowie das 
Ras-Onkogen [171]; TC1-Zellen nur die Onkogene HPV16 E6/E7 und Ras [172]. 
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Dass es sich bei der Regression der C3-Tumore um eine T-zellabhängige Rückbildung 
handelte, konnte in Mäusen nachgewiesen werden, die nach Transplantation von 
Milzzellen Ad-p14-vakzinierter Mäuse C3-Tumore abstießen. Ähnliche Ergebnisse zur 
CTL-vermittelten Tumorabstoßung dokumentierten auch andere Arbeitsgruppen [223]. Die 
T-Zellantwort, die durch die Ad-p14-Vakzinierung aktiviert wurde, war somit bei 
C3-Tumoren ausreichend um diese vollständig zu zerstören.  
TC1-Tumore wuchsen in zwei Intervallen aus, die durch eine zwischenzeitliche Regression 
unterbrochen waren. Starke Unterschiede in der Tumorentwicklung nach Vakzinierungen 
bestätigten auch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen [224,225]. Für zweiphasige 
Wachstumsverläufe wurden oft verschiedene Ursachen beschrieben. In den meisten Fällen 
kam es zu gezielten Veränderungen der immunologischen Eigenschaften von Tumorzellen, 
wie zum Beispiel der Verlust des Tumorantigens [226] oder der MHC-Klasse I-
Expression, die eine Erkennung der Tumorzellen durch das Immunsystem stark 
einschränken [227]. Untersuchungen zu immunologischen Eigenschaften im zweiphasigen 
Wachstumsverlauf der TC1-Tumore zeigten, dass keine signifikanten Unterschiede im 
MHC-Klasse I-Expressionsprofil der Tumorzellen vor und nach Regression auftraten. 
Auch die Expression des Tumorantigens HPV16E7 ließ sich zu beiden Zeitpunkten 
nachweisen, womit auch der in Tumormodellen nachgewiesene Verlust der Tumorantigene 
[228] ausgeschlossen werden konnte. Unterschiede traten dagegen in den Frequenzen von 
CD4+ und CD8+ TIL vor und nach Regression auf. Vor Regression konnten ausschließlich 
CD4+ T-Zellen detektiert werden. Während der Tumorregression waren die CD4+ T-Zellen 
im Tumorgewebe um das Dreifache erhöht. Gleichzeitig stellte sich eine Vermehrung der 
CD8+ T-Zellen dar. Vor und nach Regression waren nur wenige CD4+ T-Zellen und keine 
CD8+ T-Zellen nachweisbar. Die aktivierte T-Zellantwort und T-Zellinfiltration konnte nur 
in einem definierten Zeitraum, und zwar genau während der Regression beobachtet 
werden. Die T-Zellantwort wurde somit wahrscheinlich herunterreguliert bevor alle 
Tumorzellen zerstört waren. In den wiederauswachsenden Tumoren verminderte sich 
aufgrund dieser Regulation die TIL-Anzahl und war vergleichbar mit der Anzahl in 
Tumoren vor Vakzinierung. Die hierbei beobachteten regulatorischen Mechanismen lassen 
sich auch in chronischen Virusinfektionen nachweisen [229]. Sie schützen das Gewebe vor 
einer massiven Inflammation und Zerstörung [204]. In Tumoren werden beispielsweise, 
die Produktion anti-inflammatorischer Zytokine oder die vermehrte Anzahl von Treg als 
Tumor-Escape-Mechanismen bezeichnet [48,49,50,51,52]. 
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Um zu testen, inwieweit diese Mechanismen umgangen oder überwunden werden können, 
ist in den weiteren Untersuchungen der Zeitpunkt und die Häufigkeit der Vakzinierung 
verändert worden. Es zeigte sich, dass der Zeitpunkt der Vakzinierung in Abhängigkeit zur 
Tumoretablierung bzw. Entwicklung und Größe eine zentrale Rolle spielt. Eine frühe 
Immunisierung, zwei oder vier Tage nach Applikation von Tumorzellen, führte zu einer 
kompletten Regression der Tumore in den Versuchstieren, also zu einer wirksamen Tumor-
Vakzinierung mit Ad-p14. Die Vakzinierung zu einem späteren Zeitpunkt schränkte das 
Wachstum der Tumore im Vergleich zu den Kontrollen zwar ein konnte aber ihre 
Ausbildung nicht verhindern. Eine mehrfache Wiederholung der Impfung zu späten 
Zeitpunkten verbesserte die Tumorzerstörung nicht. Die Tumore wuchsen in diesen Tieren 
zum Teil schneller als in einfach geimpften Mäusen. Vielfachvakzinierungen in anderen 
Untersuchungen zeigten ebenfalls eine Reduktion des therapeutischen Effektes, der mit 
dem Anstieg der Treg-Frequenz einherging [230]. Diese Ergebnisse unterstützen die 
Annahme, dass sich ähnlich wie bei einer chronischen Viruserkrankung, auch im Verlauf 
einer viralen Tumorerkrankung die Erschöpfung der T-Zellen verstärkt [215,231]. Eine 
Aktivierung bzw. Reaktivierung der T-Zellen durch Vakzinierung kann sogar die 
Erschöpfung der T-Zellen forcieren und so das Wachstum des Tumors begünstigen. 
Unterstützt wird dieser Prozess durch die mit der Tumorentwicklung einhergehenden 
Vaskularisierung, Angiogenese und Rekrutierung immunregulatorischer Zellen.  
Demzufolge sind die Ausgangssituation im Tumorgewebe, sowie der Status der T-Zellen 
entscheidend für die Wirksamkeit einer Vakzinierung.  
 
4.5 Verbesserung der Vakzine-aktivierten T-Zellantwort und Tumorregression 
in Mäusen  
 
4.5.1 Kombination der Vakzine mit Immunmodulatoren 
Immunmodulatoren können durch ihre pro- oder anti-inflammatorischen Eigenschaften 
eine T-Zellantwort unterstützen bzw. regulatorische Mechanismen im Tumorgewebe 
blockieren oder aufheben. Solche Moleküle mit Angriffspunkten auf verschiedenen 
Ebenen der Wechselwirkung von Tumor und Immunsystem wurden in weiteren Versuchen 
dieser Arbeit mit der Vakzine Ad-p14 in Mäusen kombiniert und ihr Einfluss auf das 
Wachstum HPV+ Tumore beobachtet. Kombinationen mit IFN-α [232] oder den 
depletierenden Antikörpern CD4 [230,233] und GITR (DTA-1) [125,234] steigerten die 
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Tumorregression durch die therapeutische Vakzinierung mit Ad-p14. Eine vollständige 
Zerstörung der Tumorgewebe in allen Versuchstieren wurde nach der Behandlung mit 
DTA-1 beobachtet. In den Milzzellen dieser Versuchstiere erhöhte sich durch diese 
Behandlung die Gesamtzahl HPV-spezifisch reaktiver CTL, die Anzahl von FoxP3+ Treg 
veränderte sich dagegen nicht. Da die Tumore zum Zeitpunkt der Analyse der T-Zellen in 
der Ad-p14/DTA-1-behandelten Versuchsgruppe makroskopisch und mikroskopisch nicht 
mehr detektierbar waren, wurden keine Untersuchungen zu den immunologische 
Eigenschaften der TC1-Tumore, insbesodere die Beschreibung CD8+ und CD4+/FoxP3+ 
T-Zellen durchgeführt. 
Bekannt ist, dass der Antikörper DTA-1 den GITR der Maus, welcher in hohem Maße auf 
Treg dargestellt wurde, bindet und aktiviert [235]. In den Geweben von C3-Tumoren aus 
Mäusen, die nur mit DTA-1 behandelt wurden konnten im Vergleich zu Geweben aus 
Kontrolltieren 10fach mehr CD8+ T-Zellen und 5fach weniger FoxP3+ T-Zellen 
nachgewiesen werden. Insgesamt wurde nach DTA-1-Behandlung eine Anreicherung von 
T-Zellen beobachtet. Allerdings wird die Wirkungsweise des Antikörpers in verschiedenen 
Arbeiten kontrovers diskutiert. Einerseits werden Blockierung oder Deletion von Treg 
beschrieben [236], andererseits blieben Treg unbeeinflusst [234]. Wie in dieser Arbeit 
dargestellt werden konnte, steigerten sich CTL-Aktivität und CTL-Frequenzen [237,238]. 
Die Aktivierung des GITR-Signalweges in einer frühen Phase der T-Zellaktivierung 
gewährleistet das Überleben von T-Zellen [239], sowie eine gewisse Resistenz gegenüber 
der Wirkung von Treg. Damit stellt dies eine interessante Option dar, um eine Vakzine-
aktivierte Immunantwort zu verbessern [240].  
 
4.5.2 Rekombinantes Protein zur Aktivierung des GITR-Signalwegs 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das mtGITRL-Protein hergestellt, das durch die Bindung 
an GITR auf die gleiche Weise wie der DTA-1 den GITR-Signalweg im reinen 
Mausmodell aktiviert. Um diese Option auch im Menschen oder in einem humanisierten 
Mausmodell testen zu können wurde parallel dazu die Struktur des mtGITRL-Proteins für 
ein htGITRL-Protein adaptiert. In Untersuchungen zur Aktivität der rekombinanten 
Proteine, die mit GITR exprimierenden Zellen durchgeführt wurden, aktivierten 
mtGITRL-Proteine den NFκB-Signalweg ähnlich stark wie DTA-1. Untersuchungen zur 
Aktivität der htGITRL-Proteine waren wegen des Fehlens einer stabil hGITR 
eprimierenden Zelllinie nicht möglich. Die rekombinante Hochexpression des GITR in 
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humanen Zelllinien wurde so stark herabreguliert und konnte durchflusszytometrisch nur 
bis maximal 24 h nach Transfektion nachgewiesen werden.  
In weiterführenden Studien sollen die rekombinanten mtGITRL-Proteine in Kombination 
mit Ad-p14 im Mausmodell getestet, der Einfluss auf CTL und das Wachstum HPV+ 
Tumore beurteilt werden. Darüber hinaus soll die Wirkung der htGITRL-Proteine in in-
vitro-Stimulationsversuchen oder aber im humanisierten Mausmodell analysiert werden. 
Mit der Bereitstellung beider Proteine und dem Xenotransplantationsmodell mit humanen 
HPV+ Tumoren schafft die hier vorgelegte Arbeit die Voraussetzungen für weitere 
Untersuchungen zur Optimierung der Wirkung einer Tumorvakzinierung.  
 
4.6 Konsequenzen und Perspektiven in der Immuntherapie von HPV-
assoziierten Tumorerkrankungen  
In dieser Arbeit wurden Mechanismen zur Stimulation einer Tumor-spezifischen CTL-
Antwort vorgestellt. Die Ergebnisse unterstützen die Annahme, dass der immunologische 
Verlauf einer HPV-induzierten Tumorerkrankung mit dem einer chronischen 
Virusinfektion, bzw. deren Fortschreiten vergleichbar ist. Sie verdeutlichen, dass sich im 
Verlauf die Aktivität von reaktiven T-Zellen im Sinne einer CTL-Funktion einschließlich 
der Produktion pro-inflammatorischer Zytokine immer mehr erschöpft und sich aber 
gleichzeitig regulatorische Mechanismen, wie die Wirkung von FoxP3+ Treg und die 
Anreicherung anti-inflammatorischer Zytokine verstärken. Für eine Tumortherapie ist 
somit nicht nur allein die Aktivierung einer effektiven T-Zellantwort, sondern auch die 
Kontrolle der immunregulatorischen Mechanismen erforderlich. Die Erforschung beider 
Aspekte steht derzeit im Zentrum der Immuntherapie von Tumoren. 
Neuste Untersuchungen beschreiben eine Vielzahl an inhibitorischen Rezeptoren, wie den 
Programmed Death 1 Receptor, das Lymphocyte Activation Gene-3, das T-Cell 
Immunoglobulin Mucin-3 oder CTLA-4 auf erschöpften T—Zellen [241,242]. 
Immunsuppressive Zellen, wie Tumor-assoziierte Makrophagen, Myeloid-Derived 
Suppressive Cells, Th17-Zellen und FoxP3+ Treg werden sowohl in chronischen 
Erkrankungen als auch in Tumorgeweben dokumentiert [243,244]. Andere 
Untersuchungen konzentrieren sich auf die Verbesserung der T-Zellaktivität, wie 
beispielsweise durch Aktivierung bestimmter Signalwege, wie der Tumornekrosefaktor-
Rezeptor-Familie oder der von Wnt/β-Catenin [245,246]. Eine weitere Option bietet der 
adaptive Transfer spezifischer T—Zellen, die in vitro entweder durch Aktivierung oder 
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durch TCR-Transfer hergestellt werden [247,248]. Inwieweit diese verschiedenen 
Möglichkeiten in einer Tumortherapie angewendet werden können und diese verbessern, 
bleibt zu untersuchen. In jedem Fall dienen sie dem Erkenntnisgewinn in der 
Tumorbiologie. Somit sind für die Entwicklung geeigneter Tumorvakzinen und zur 
Verbesserung der derzeitigen Immuntherapie von Tumoren weitere Untersuchungen 
notwendig, die sowohl die Eigenschaften der Tumorgewebe, als auch den Immunstatus, 
insbesondere den Prozess der T-Zellerschöpfung ausführlicher bestimmen. 
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